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El reino Fungi incluye un grupo heterogéneo de organismos con una gran 
riqueza, tanto en biodiversidad como en características morfológicas. Los hongos se 
caracterizan por ser organismos eucariotas, uni- o multinucleados, haploides o diploides, 
que se reproducen por medio de esporas; pueden vivir en condiciones aerobias o 
anaerobias, tanto en ambientes acuáticos como terrestres (Kirk et al. 2008, Griffith et al. 
2010, Seifert et al. 2011). Originalmente fueron incluidos en el reino Plantae por ser 
organismos inmóviles y poseer una pared celular, por lo que durante mucho tiempo 
fueron estudiados como una disciplina de la botánica (Carlile & Watkinson 1994). Sin 
embargo, los hongos se diferencian de las plantas por ser incapaces de fijar energía 
luminosa directamente, siendo organismos heterótrofos, no fotosintéticos, y con 
nutrición de tipo absortiva, llevada a cabo mediante la liberación de enzimas hidrolíticas 
para la degradación de grandes polímeros, como proteínas o carbohidratos, que al 
convertirse en monómeros son transportados al interior de la célula a traves de su 
membrana citoplasmática (Brock 2006). La membrana plasmática de los hongos es rica 
en ergosterol y se encuentra rodeada por una pared celular compuesta principalmente 
por polisacáridos, especialmente quitina, β-glucanos, manano y galactomanano, 
además de glicoproteínas (Pontón 2008, Brandt & Warnock 2015). Y por último cabe 
destacar que, a diferencia de las plantas, los hongos son organismos no vasculares e 
incapaces de formar tejidos verdaderos. 
Los hongos pueden ser organismos unicelulares o pluricelulares. Los primeros, 
referidos como hongos levaduriformes, presentan una estructura somática constituida 
por una célula solitaria, esférica a elipsoidal, la cual se reproduce asexualmente por un 
proceso denominado gemación, en el que la célula madre, a partir de una evaginación a 
nivel de su pared externa y membrana citoplasmática, forma una nueva célula 
denominada blastoconidio (Brock 2006). En algunos casos, los blastoconidios pueden 
quedar adheridos a la célula madre y alargarse formando estructuras casi tubulares, 
aunque bajo esta condición no existe conexión citoplasmática directa entre las células. 
Cuando esto ocurre en forma secuencial, la estructura formada recibe el nombre de 
pseudohifa (Brock 2006, Brandt & Warnock 2015). 
Los hongos pluricelulares, comunmente denominados hongos filamentosos o 
mohos, están formados por una serie de células tubulares, la unión de las cuales recibe 
el nombre de hifa. Las células que componen la hifa pueden estar delimitadas entre sí, 
formando compartimentos internos definidos por la presencia de septos transversales 
(hifas septadas), aunque siempre existe una conexión directa entre los citoplasmas que 
permite el paso de nutrientes o material genético de una célula a otra mediante poros de 
complejidad estructural diversa. Aquellas hifas que no presentan septos a intervalos 
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regulares se denominan hifas aseptadas o cenocíticas (de Hoog et al. 2011). El 
conjunto de hifas recibe el nombre de micelio, el cual es por lo general ramificado y de 
crecimiento expansivo determinado por la elongación apical de las hifas que lo 
componen (Harris 2008). 
En algunos hongos, un mismo individuo es capaz de presentarse en cualquiera 
de las dos formas morfológicas básicas (levaduriforme y/o filamentosa), dependiendo de 
las condiciones ambientales fundamentalmente de la temperatura, creciendo 
habitualmente en forma filamentosa a 25ºC y en forma levadurifome a 37ºC (de Hoog et 
al. 2011). Estos hongos se denominan hongos dimórficos y en zoopatología, este 
término, por lo general, se utiliza para delimitar la dualidad de formas observadas entre 
la forma saprobia y la forma patógena de un mismo hongo (Howard 2002). Ejemplos de 
hongos dimórficos son Blastomyces dermatitidis Gilchrist & W.R. Stokes, Coccidioides 
immitis G.W. Stiles, Histoplasma capsulatum Darling, Paracoccidioides brasiliensis 
(Splend.) F.P. Almeida y Penicillium marneffei Segretain, Capponi & Sureau. 
Un buen número de hongos son organismos pleomórficos, es decir, muestran 
diferentes características morfológicas en función de sus diversas etapas reproductivas. 
Su ciclo vital está dividido en dos etapas fundamentales: una fase asexual o anamorfo 
(forma asexual u hongo imperfecto), en la cual el organismo se reproduce por medio de 
esporas mitóticas, y una fase sexual o teleomorfo (forma sexual u hongo perfecto) 
caracterizada por la formación de esporas de origen meiótico. Un hongo para el cual 
ambas fases y morfologías son conocidas se denomina holomorfo, mientras aquellos 
hongos que presentan dos anamorfos distintos para un mismo teleomorfo son 
denominados sinanamorfos (Fig. 1). Sin embargo, para un elevado porcentaje de los 
hongos descritos hasta la fecha sólo se conoce su forma asexual, un hecho que puede 
ser debido a condicionantes ambientales o simplemente porque han perdido la 
capacidad de reproducirse sexualmente a lo largo de la evolución (Hambleton & Sigler 
2005). Cabe destacar que la compatibilidad sexual en los hongos está regida 
genéticamente por el locus MAT, el cual define el tipo sexual o mating type y que puede 
presentarse en dos o más formas alternativas denominadas idiomorfos (Conde-Ferráez 
2007, Crous et al. 2009a). Aquellos hongos que presentan un solo locus MAT, necesitan 
la participación de otro individuo compatible para poder llevar a cabo la reproducción 
sexual y se denominan heterotálicos, mientras que aquellos hongos que portan ambos 
idiomorfos, siendo por tanto capaces de autofertilizarse, se denominan homotálicos 
(Kirk et al. 2008). 
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Figura 1 Representación esquemática del ciclo vital de los hongos. Adaptado de Esser (1985) y 
Crous et al. (2009a). 
 
1.1.1 Ecología 
El reino de los hongos es uno de los grupos de organismos con mayor diversidad 
del planeta (Taylor & Berbee 2006, Irinyi et al. 2015a). Los hongos están distribuidos en 
todos los ecosistemas terrestres. Mientras que la gran mayoría de especies son 
ubicuas, otras están muy especializadas para la supervivencia en ambientes extremos. 
Es así como se conocen especies fúngicas aisladas desde regiones con temperaturas 
extremas, como el frío polar (psicrófilos), suelo desértico (termófilos y termotolerantes), 
ambientes con muy baja actividad de agua (xerófilos) o de alto contenido osmótico 
(osmófilos) (Dix & Webster 1995). 
Hasta la fecha se conocen unas 100.000 especies de hongos y, considerando 
que se describen de 1.000 a 1.500 nuevas especies por año (Perfect & Schell 1996, 
Brandt & Warnock 2015), se estima que aún quedan por descubrir entre uno a diez 
millones de especies (Webster & Weber 2007, Blackwell 2011, Brandt & Warnock 2015). 
Sin embargo, recientes estudios de diversidad fúngica basados en pirosecuenciación 
indican que esta cifra podría estar sobreestimada en 1.2 a 2.5 veces (Tedersoo et al. 
2014). Esta discrepancia no hace más que demostrar y reforzar la necesidad de 
explorar la diversidad fúngica global. 
La gran mayoría de los hongos son organismos saprobios, es decir, obtienen 
nutrientes a partir de la materia orgánica en descomposición y, en este sentido, están 
involucrados en una gran variedad de procesos biológicos (Carlile & Watkinson 1994 
Brandt & Warnock 2015). Muchas especies juegan un papel fundamental en la 
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degradación de la materia orgánica (Brandt & Warnock 2015), otras son muy 
importantes en el ciclo del carbono y nitrógeno (Tedersoo et al. 2014), formando 
asociaciones simbióticas como los líquenes (asociación con cianobacterias o algas) o 
las micorrizas (asociación con plantas vasculares) consideradas de vital importancia al 
favorecer la nutrición de la planta (Dix & Webster 1995, Kendrick 2001). Muchas 
especies son biótrofas y crecen fundamentalmente como endófitos asintomáticos de 
plantas, mientras otras son capaces de colonizar superficies de plantas y animales 
alimentándose de secreciones y restos orgánicos (Crous et al. 2009a). Otros hongos 
han sido también de gran interés como organismos modelo para el estudio de procesos 
biológicos, como la generación de energía, el control del metabolismo y los mecanismos 
implicados en la herencia de caracteres (Carlile & Watkinson 1994). Sin embargo, los 
hongos también se destacan por tener un impacto negativo sobre el ser humano u otros 
organismos. Se conocen más de 8.000 especies de hongos fitopatógenos capaces de 
afectar tanto a plantas de cultivo como a granos almacenados, otras especies son 
reconocidos productores de toxinas en alimentos, otras ejercen una acción tóxica directa 
derivada de su ingestión, mientras que otros hongos son capaces de parasitar tanto al 
ser humano como a otros animales (Brock 2006, de Hoog et al. 2011). 
 
1.1.2 Taxonomía y nomenclatura 
La taxonomía de los hongos tradicionalmente se ha apoyado en la clasificación 
sistemática establecida por Linneo (1753), la cual se basa en la observación y 
comparación de estructuras morfológicas y establece que aquellos organismos que 
presentan similitudes estructurales deberían ser incluidos en un mismo grupo. Estos 
grupos se denominan taxones y están ordenados jerárquicamente. El taxón o categoría 
taxonómica inferior es la especie a la cual se le atribuye un binomio latinizado 
compuesto por el nombre del género (en letra cursiva y con la primera letra en 
mayúsculas) seguido del epíteto que determina la especie (en letra cursiva y 
minúsculas). Los taxones superiores reciben un único nombre en latín con una 
terminación diferente y única; y son sucesivamente tipificados por un miembro de la 
categoría inferior. Así, un conjunto de especies constituye un género, un conjunto de 
géneros forma una familia (-ceae), un conjunto de familias, un orden (-ales); un 
conjunto de órdenes, una clase (-etes), y un conjunto de clases, un phylum (-mycota). 
Finalmente, todos los niveles se agrupan bajo el nivel superior, el reino (Crous et al. 
2009a). Las reglas taxonómicas indican que para toda especie fúngica deberá 
designarse un tipo nomenclatural (holotipo), representado por material desecado o una 
ilustración proveniente de un solo espécimen, preservado a perpetuidad en una 
colección de acceso público (herbario), el cual debe ser citado expresamente en la 
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publicación original de la especie (protólogo). Existen además otros tipos 
nomenclaturales: un isotipo es cualquier duplicado del holotipo, es siempre un 
espécimen. Se denomina lectotipo a un espécimen o ilustración designado a partir del 
mismo material original u holotipo si este último no fue asignado en la publicación 
original, si el holotipo se ha perdido o si se demuestra que este pertenece a más de un 
taxón. Un neotipo es un espécimen o ilustración elegido como tipo nomenclatural 
cuando todo el material original en el cual se basó la descripción original se ha perdido. 
Un sintipo es cualquier material citado por el autor cuando no se ha designado 
expresamente o se ha designado más de un espécimen como tipo. Un paratipo es 
cualquier espécimen de un grupo designado como tipo y citado en el protólogo, pero 
que no corresponde ni al holotipo ni a ningún isotipo. Un epitipo es un espécimen o 
ilustración designado como tipo nomenclatural cuando el holotipo, lectotipo, neotipo, o 
todo el material original de un taxón se consideran ambiguos (Crous et al. 2009a, 
McNeill et al. 2012). 
Desde sus inicios, el estudio, clasificación y nomenclatura de los hongos se ha 
regido por el Código Internacional de Nomenclatura Botánica (ICBN), vestigio de los 
orígenes de la micología como una rama de la botánica. En concreto, el Artículo 59 de 
dicho código permitía una nomenclatura dual para los hongos pleomórficos, es decir, la 
asignación de nombres específicos diferentes según si se trataba del anamorfo o del 
teleomorfo de un mismo hongo. En el caso de conocer ambas formas de reproducción, 
es decir el holomorfo, éste recibía el nombre específico atribuido al teleomorfo (McNeil 
et al. 2006). Sin embargo, en la actualidad, la filogenia molecular ha provocado grandes 
cambios en diversos aspectos de la taxonomía. Ello se debe a que los estudios 
moleculares además de permitir desvelar la posición taxonómica de muchos hongos, 
incluso de aquellos que nunca producen esporas, nos facilita el conocimiento de las 
conexiones entre anamorfo y teleomorfo de las especies y es en este sentido que la 
nomenclatura dual ha acabado siendo redundante o innecesaria (Hawksworth 2004, 
Hawksworth 2012). Por lo tanto, con la abolición de la nomenclatura dual surge la 
necesidad de reorganizar la nomenclatura fúngica, y además los estudios filogenéticos 
también han determinado la separación definitiva de la micología como una disciplina 
independiente de la botánica (Hawksworth 2011). 
Recientemente, durante dos simposios internacionales de expertos en taxonomía 
y nomenclatura fúngica realizados en Ámsterdam, 1Fungus = 1Name (1F=1N) en el 
2011 y 1Fungus = What name? (1F = ?N) en el 2012, se discutieron importantes temas 
relacionados con la nomenclatura dual (de Hoog et al. 2015). Como consecuencia de los 
mismos se dio a conocer la denominada “Declaración de Ámsterdam sobre 
Nomenclatura Fúngica”, llevada a cabo con el apoyo de la Comisión Internacional de 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
FILOGENIA Y SENSIBILIDAD ANTIFÚNGICA DE AISLADOS CLÍNICOS DE ACROPHIALOPHORA, CLADOSPORIUM, MICROASCUS, 
SCOPULARIOPSIS Y TRICHODERMA. 
Marcelo Patricio Sandoval Denis 
Dipòsit Legal: T 67-2016
Introducción 
 
Taxonomía Fúngica (ICTF) (Hawksworth et al. 2011). Durante el Congreso Internacional 
de Botánica llevado a cabo en Melbourne (Julio del 2011), se realizaron importantes 
cambios relacionados con la taxonomía de hongos, lo cual derivó en la creación de un 
nuevo código nomenclatural, el Código Internacional de Nomenclatura para Algas, 
Hongos y Plantas (Código de Melbourne), el cual entró en vigencia en su totalidad el 1 
de Enero de 2013 (McNeill et al. 2012). Los principales cambios incluidos en este nuevo 
código han sido: i) la abolición de la nomenclatura dual, desde ahora cada hongo debe 
de tener un solo nombre; ii) la preferencia del nombre más antiguo sobre todos los otros 
nombres publicados para un mismo taxón; iii) la desaparición de la obligatoriedad de 
describir los nuevos taxones en Latín; iv) la consideración como válidas de las 
descripciones publicadas en soporte electrónico (documentos disponibles en línea o 
archivos digitalizados) siempre y cuando estén asociadas a un Número Internacional 
Normalizado de Publicaciones Seriadas (ISSN) o un Número Internacional Normalizado 
de Libro (ISBN); y v) la entrada en vigencia del registro oficial de los nombres de los 
taxones fúngicos. Para ser aceptado como válido, todo nuevo taxón debe incluir en el 
protólogo, un número único de registro del nombre emitido por una base de datos 
consensuada de referencia (MycoBank: www.mycobank.org) (Crous et al. 2004). 
Sin embargo, cabe destacar que la eliminación de la nomenclatura dual está 
creando mucha polémica entre los taxónomos, ya que la selección del nombre correcto 
no es tan fácil como en un principio se planteó. En realidad, se trata de un proceso 
complejo para el cual hay que analizar numerosos factores (número de cambios 
taxonómicos a realizar sobre el resto de hongos relacionados, antigüedad de cada 
nombre, nombre más usado, etc) y las consecuencias que esta decisión pueda 
ocasionar sobre las diversas áreas de estudio, especialmente en el campo de la 
micología clínica y la fitopatología (Hawksworth et al. 2013). Por este motivo, se han 
publicado listas de nombres protegidos para su conservación (Kirk et al. 2013, Rossman 
et al. 2015); la decisión del nombre final será posteriormente determinada por el Comité 
para la Nomenclatura de Hongos (NCF) (Hawksworth 2012). 
Actualmente, el reino Fungi es uno de los seis reinos del árbol de la vida 
(Kendrick 2001, Brandt & Warnock 2015), el cual comprende un subreino (Dikarya) y 
siete phyla (Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota, 
Glomeromycota, Microsporidia y Neocallimastigomycota). El subreino Dikarya agrupa 
los Ascomycota y Basidiomycota que incluyen hongos formadores tanto de hifas como 
esporas dicarióticas (Hibbet et al. 2007, Brandt & Warnock 2015) (Fig. 2). El antiguo 
phylum Zygomycota, que antaño agrupaba a los hongos evolutivamente más antiguos y 
productores de hifas cenocíticas, ya no es aceptado como tal debido a su naturaleza 
polifilética (Hibbet et al. 2007). Sus miembros se encuentran ahora distribuidos entre el 
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phylum Glomeromycota y cuatro linajes parafiléticos de agrupación incierta (Brandt & 
Warnock 2015), siendo en conjunto informalmente denominados “Hongos basales” 
(Hibbet et al. 2007). 
 
 
Figura 2 Representación esquemática de la clasificación taxonómica vigente del reino Fungi, se 
destacan los siete phyla actualmente aceptados (en negrita) y el subreino Dikarya, junto con 
otros grupos parafiléticos previamente incluidos en la anterior clasificación de Chytridiomycota y 
en el extinto phylum Zygomycota, informalmente denominados “hongos basales”. Adaptado de 
Hibbet et al. (2007), McLaughlin et al. (2009) y Stajich et al. (2009). 
 
1.2 Identificación 
1.2.1 Identificación morfológica 
Historicamente, tanto la organización taxonómica de los hongos como su 
identificación se ha basado fundamentalmente en criterios morfológicos asociados 
principalmente al estudio de las estructuras de reproducción, tanto sexual como asexual. 
A partir de las características observadas en las formas sexuales se organizaron y 
establecieron los diferentes grupos taxonómicos, muchos de ellos todavía vigentes en la 
actualidad. Del mismo modo, también se estableció un sistema de clasificación para 
aquellos hongos que carecían o se desconocía su fase sexual, de manera que los que 
formaban únicamente esporas asexuales (conidios) comprendían el grupo de los 
Deuteromicetes u Hongos Imperfectos, los cuales se dividían a su vez en tres grandes 
categorías: Blastomicetes, Celomicetes e Hifomicetes. Sin embargo, dichas categorías 
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no correspondían a taxones formales, ni tampoco reflejaban relaciones naturales entre 
los individuos que las componían (Seifert et al. 2011). Los Blastomicetes comprendían 
los hongos con talo levadurifome, cuya identificación se basa fundamentalmente en la 
combinación de características fisiológicas y bioquímicas, con caracteres morfológicos; 
tales como la presencia de cápsula alrededor de las células, la producción de 
pseudohifas o hifas verdaderas durante alguna fase de su desarrollo, etc (de Hoog et al. 
2011, Brandt & Warnock 2015). Dentro de los Celomicetes se incluían aquellos hongos 
con talo filamentoso y septado, produciendo conidios dentro de cuerpos fructíferos 
(conidiomas), normalmente globosos o piriformes y con una abertura apical (picnidios, 
Fig. 3a); o conidiomas abiertos y cóncavos, en forma de plato (acérvulos) en cuya 
superficie se localizan las células conidiógenas (productoras de conidios). Los 
Hifomicetes, en donde se incluían la mayoría de los hongos asexuales de importancia 
clínica, presentan también un talo filamentoso y septado, en donde los conidios se 
originan externamente a partir de células conidiógenas solitarias localizadas en el 
micelio, o por medio de hifas especializadas denominadas conidióforos (Fig. 3b,c). 
Estas estructuras pueden ser solitarias, pueden estar formando acúmulos llamados 
esporodoquios (Fig. 3d), o agrupadas en densas columnas denominadas sinemas 
(Fig. 3e). A su vez, los conidióforos pueden ser simples o ramificados y estas 
ramificaciones pueden ser laterales o estar dispuestas en verticilos (Fig. 3c) (Seifert et 
al. 2011). Se denominan determinados cuando el crecimiento del conidióforo cesa 
antes de la producción del primer conidio, o percurrentes si el conidióforo continúa su 
crecimiento tras la formación del conidio. 
Para la identificación a nivel de especie, además del estudio de los caracteres 
microscópicos del hongo ya mencionados creciendo sobre sustrato natural, también son 
de utilidad el estudio de los caracteres macroscópicos de los mismos creciendo en 
medios de cultivo de laboratorio. Entre los caracteres macroscópicos más destacados 
para tal finalidad, podemos citar la obtención de la tasa de crecimiento y diámetro de las 
colonias, datos sobre la textura, color, producción de pigmentos, etc. Sin embargo, estas 
características pueden estar muy influenciadas tanto por el medio como por las 
condiciones de cultivo empleadas (temperatura, humedad, presencia o ausencia de luz 
natural o ultra-violeta, en ciclos o continua, etc.), el inóculo, etc. En el caso de aislados 
clínicos, por lo general nos vemos limitados a estudiar los caracteres tanto macro como 
microscópicos en condiciones in vitro, por lo que si en tales condiciones el hongo es 
incapaz de esporular su identificación es imposible de realizar. Es por este motivo que 
resulta indispensable una selección adecuada de los medios y condiciones de cultivo 
para favorecer la formación de conidios y el estudio de sus estructuras asociadas. 
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Figura 3 Estructuras reproductivas asexuales de Celomicetes (a) e Hifomicetes (b-e). 
a. Picnidio. b. Conidióforo simple. c. Conidióforo ramificado. d. Esporodoquio. e. Sinema. 
Adaptado de Gené (1994). 
 
En este sentido, un criterio básico para la identificación morfológica de los hongos 
asexuales es el que involucra el estudio del proceso por el cual las hifas o células 
conidiógenas dan lugar a los conidios y cómo éstos se liberan de las mismas, nos 
referimos al proceso de conidiogénesis (Fig. 4) (Kirk et al. 2008). 
La conidiogénesis puede ser de dos tipos: blástica y tálica. La conidiogénesis 
blástica involucra el crecimiento o hinchamiento evidente de un primordio de conidio a 
través de la pared celular y antes de ser delimitado por un septo; se distinguen dos 
mecanismos: enteroblástico y holoblástico. Se denomina holobástico, si las dos capas 
que componen la pared celular de la célula conidiógena participan en el hinchamiento 
del conidio. Una célula conidiógena puede presentar un locus conidiógeno 
(monoblástica) o más de uno (poliblástica). En algunos casos el conidio ya formado 
puede dar origen a otro conidio mediante el mismo proceso y así sucesivamente 
generando cadenas acrópetas, en éstas el conidio más joven se encuentra al final de la 
cadena. A su vez, es posible que cada conidio pueda tener más de un locus 
conidiogénico, por lo que en ciertos hongos se observan cadenas ramificadas de 
conidios (Brandt & Warnock 2015). Si una célula conidiógena poliblástica origina dos o 
más conidios simultáneamente se denomina sincrónica, o bien, si una vez formado el 
primer conidio, la célula conidiógena crece lateralmente para luego dar origen a un 
nuevo conidio se denomina simpodial. En la conidiogénesis enteroblástica, la capa 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
FILOGENIA Y SENSIBILIDAD ANTIFÚNGICA DE AISLADOS CLÍNICOS DE ACROPHIALOPHORA, CLADOSPORIUM, MICROASCUS, 
SCOPULARIOPSIS Y TRICHODERMA. 
Marcelo Patricio Sandoval Denis 
Dipòsit Legal: T 67-2016
 
Figura 4 Representación esquemática de los modos básicos de conidiógenesis. Adaptado de 
Gené (1994), Gams et al. (1998), de Hoog et al. (2011). 
 
externa de la pared se rompe formando una abertura, permitiendo el hinchamiento y 
protrusión de la capa interna y la producción de conidios en forma sucesiva a través de 
un mismo locus. Se denomina conidiogénesis fialídica cuando la pared externa abierta 
forma un collarete en el ápice de la célula conidiógena, la cual recibe el nombre de 
fiálide. El material remanente de la generación de los conidios puede permanecer en el 
interior del collarete y se observa como una zona más oscura denominada anillo 
periclinal. Los conidios que se producen en sucesión basípeta (el conidio más joven se 
desarrolla siempre desde la célula conidiógena) pueden formar cadenas (cadenas 
basípetas), o quedar adheridos entre sí formando cabezas mucosas. Se denomina 
conidiogénesis anelídica cuando después de la formación del primer conidio se forma 
una cicatriz a partir de la cual se genera el siguiente conidio y así sucesivamente. En 
este caso, la célula conidiógena se denomina anélide y presenta cicatrices anulares 
(anelaciones) originadas por la secesión de cada conidio. En este caso también es 
posible observar la formación de cadenas basípetas de conidios o de agregados 
mucosos. 
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En la conidiogénesis tálica el conidio se forma a partir de una hifa pre-existente 
después del desarrollo de un septo (Kirk et al. 2008, de Hoog et al. 2011). Se pueden 
distinguir dos variantes: holotálica y tálico-ártrica, en ambos casos la liberación del 
conidio se realiza por medio de la lisis de una célula intermedia entre el conidio y la hifa 
(rexolisis), o por la fisión a nivel de un doble septo (esquizolisis). En la conidiogénesis 
holotálica, de la diferenciación de la hifa resulta la formación de un único conidio. En la 
conidiogénesis tálico-ártrica, la hifa se convierte en una cadena de conidios, si estos 
son liberados por esquizolisis se denomina holoártrica, si son liberados por rexolisis se 
denomina enteroártrica. Cuando los conidios se desarrollan en el interior de la hifa y 
son liberados mediante la lisis de esta, se denomina conidiogénesis endógena y si los 
conidios son producidos por la fragmentación transversal y longitudinal de la hifa se 
denomina conidiogénesis sarcínica (Kirk et al. 2008, de Hoog et al. 2011). 
Otras estructuras no especializadas, pero de gran utilidad para la identificación 
de los hongos, son las denominadas clamidosporas, bulbilos, esclerocios y estromas. 
Estas corresponden a estructuras de supervivencia, producidas bajo condiciones 
ambientales adversas. Las clamidosporas se originan en forma holotálica y son 
diferenciables por poseer una pared gruesa, generalmente encapsulada y estar 
firmemente conectadas a la hifa (Fig. 5a). Los bulbilos son estructuras compactas, 
multicelulares, carentes de estructura interna, originadas en forma acrópeta desde una 
hifa, cuyas células posteriormente se hinchan y pigmentan (Fig. 5b) (Kirk et al. 2008). 
Los esclerocios son masas firmes y compactas de hifas organizadas, usualmente 
adoptando una forma esférica y pueden o no contener tejido del huésped o suelo entre 
ellas, pero no contienen conidios (Kirk et al. 2008). Los estromas son estructuras 
similares a los esclerocios, pero de forma irregular y sobre o dentro de las mismas 
pueden desarrollarse estructuras esporulantes (Kirk et al. 2008). 
Otros caracteres microscópicos importantes para la identificación de los hongos 
son el tamaño, grosor, tipo de superficie y coloración de sus estructuras, ya sean 
vegetativas o reproductivas, las cuales pueden ser lisas o rugosas, hialinas, si carecen 
de pigmentación, o dematiáceas (pigmentadas) si contienen melanina en la pared 
celular. A su vez, una característica diferencial muy importante radica en la morfología 
de los conidios. El sistema propuesto por Saccardo (1882), estableció una nomenclatura 
propia para la clasificación de los diversos tipos de conidios, aún utilizada en la 
actualidad (Alexopoulos et al. 1996); según la misma, estos pueden ser unicelulares 
(amerosporas), bicelulares (didimosporas), multicelulares (fragmosporas si presentan 
múltiples septos transversales o dictiosporas si presentan septos transversales y 
longitudinales). Además pueden adoptar formas muy variadas desde globosos, ovales o 
piriformes hasta formas helicoidales o ramificadas muy complejas (Kirk et al. 2008). 
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Figura 5 Otras estructuras de utilidad para la caracterización morfológica de los hongos. 
a. Clamidosporas. b. Bulbilo. c. Apresorios. d. Setas. Adaptado de Gené (1994) 
 
Otras estructuras no reproductivas, pero que pueden ser de utilidad para la 
caracterización fúngica son los apresorios que se forman mediante el hinchamiento o 
modificación de una hifa y participan en la fijación del hongo al sustrato o al tejido del 
huésped (Fig. 5c) (Kirk et al. 2008). Las setas, es decir, hifas estériles, rectas, por lo 
general aguzadas, con paredes gruesas y pigmentadas, formadas habitualmente a partir 
de las paredes de un cuerpo fructífero y se les relaciona con una posible función 
protectora (Fig. 5d) (Kendrick 2001, Kirk et al. 2008). 
Las características morfológicas más relevantes a estudiar para la identificación 
de las formas sexuales (teleomorfos) son las asociadas a las esporas sexuales y a las 
estructuras que las originan y protegen (Fig. 6). En Ascomycota, las esporas sexuales, 
denominadas ascosporas (Fig. 6a), pueden ser muy variables en morfología, número 
de células, color, ornamentación de su superficie, etc. Se desarrollan endógenamente 
en estructuras membranosas denominadas ascos (Fig. 6b); los cuales pueden contener 
una o varias ascosporas, presentar una membrana simple (unitunicados) o doble 
(bitunicados), la cual puede ser persistente o ser lisada tempranamente y pueden o no 
liberar las ascosporas a través de una porción más delgada de la membrana en la 
región apical, denominada opérculo. Los ascos pueden desarrollarse directamente 
sobre hifas o a partir de cuerpos fructíferos denominados ascocarpos o ascomas, los 
cuales pueden presentar diversas formas: se denomina gimnotecio aquel ascoma 
formado por una agrupación laxa de hifas formando una red alrededor de un conjunto de 
ascos (Fig. 6c); apotecio, si el ascoma es abierto en forma de disco con los ascos 
contenidos en el interior de una concavidad (Fig. 6d); peritecio, si posee una forma 
piriforme con una abertura apical, el ostiolo, a través de la cual se liberan las 
ascosporas contenidas en su lumen (Fig. 6e); cleistotecio, si es esférico, cerrado, 
sufriendo la ruptura o desintegración para liberar las ascosporas (Fig. 6f), y ascostroma  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
FILOGENIA Y SENSIBILIDAD ANTIFÚNGICA DE AISLADOS CLÍNICOS DE ACROPHIALOPHORA, CLADOSPORIUM, MICROASCUS, 
SCOPULARIOPSIS Y TRICHODERMA. 
Marcelo Patricio Sandoval Denis 




Figura 6 Estructuras reproductivas sexuales de Ascomycota. a. Ascosporas. b. ascos. c. 
Gymnotecio. d. Apotecio. e. Peritecio. f. Cleistotecio. Adaptado de Gené (1994) y Guarro et al. 
(2012). 
 
o pseudotecio si los ascos se desarrollan directamente en la cavidad de un estroma, 
formado por el agrupamiento de hifas somáticas. En cuanto a la morfología del ascoma, 
tanto su forma, presencia o ausencia de cuello ostiolar y/o setas, tipo de agrupación 
celular que conforma su pared (peridio), color y textura, son características relevantes 
para la identificación. Los Basidiomycota se caracterizan por formar las esporas 
sexuales o basidiosporas externamente, sobre células especializadas denominadas 
basidios, formadas en la cavidad de cuerpos fructíferos denominados basidiomas o 
basidiocarpos. Otra característica diferencial de este grupo es la formación de 
conexiones citoplasmáticas intercelulares, denominadas fíbulas, proyecciones de la hifa 
que resultan en la fusión de dos células vecinas delimitadas por un septo. 
 Sin embargo, a pesar de la utilidad e importancia histórica de la caracterización 
morfológica en la identificación y taxonomía fúngica, la identificación de hongos 
patógenos sigue siendo una tarea difícil de realizar (Irinyi et al. 2015a), en parte por la 
falta en los laboratorios clínicos de profesionales especializados (Shenoy et al. 2007, 
Balajee et al. 2009), pero también, tal y como ya se indicó antes, debido a las propias 
limitaciones de las técnicas tradicionales basadas en el cultivo de las cepas. Muchos 
hongos pueden resultar difíciles o imposibles de cultivar in vitro. El aislamiento de un 
hongo en cultivo tampoco asegura su correcta identificación puesto que su morfología 
puede presentarse muy alterada o no expresar sus elementos reproductivos 
(pleomorfización). Además, mientras muchas especies diferentes presentan una alta 
similitud morfológica, otras pueden presentar diversas morfologías, incluyendo 
sinanamorfos o transiciones levadura-filamentoso en especies con ciclos vitales más 
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complejos (Irinyi et al. 2015a). Todo lo anterior dificulta enormemente su interpretación y 
puede determinar que la identificación sea incorrecta o sólo parcial (Guarro et al. 
1999a). La correcta identificación del agente etiológico es fundamental dado que a 
menudo influye en la toma de decisiones clínicas así como en la instauración de un 
tratamiento antifúngico adecuado. El uso de otras técnicas más objetivas aplicadas a la 
identificación de los hongos, ha contribuido al agravamiento de esta problemática ya que 
ha permitido la detección y caracterización de nuevas especies patógenas, a menudo 
con escasas o nulas diferencias morfológicas, y por tanto muy difíciles o imposibles de 
identificar únicamente mediante técnicas tradicionales (Rodríguez-Tudela & Cuenca-
Estrella 2001, Balajee et al. 2007a, Irinyi et al. 2015a). 
 
1.2.2 Identificación molecular 
El uso de herramientas de biología molecular ha significado un gran avance para 
la taxonomía, clasificación, delimitación de especies e identificación fúngica (Irinyi et al. 
2015a). Sin embargo, en la actualidad aún no existe ningún método molecular ideal o de 
uso uso generalizado. Se pueden utilizar diferentes enfoques para cada uno de los 
objetivos que pretendamos abordar (identificación, evolucion, epidemiología, etc) y 
segun el hongo a investigar (Mitchell & Xu 2002). En la actualidad, la técnica más 
empleada es la secuenciación del ADN, principalmente del operón del ARN 
ribosómico. Este operón se compone de cuatro exones denominados 5.0S, 5.8S, 18S y 
28S separados por espaciadores transcribibles, ETS e ITS (espaciador transcrito 
externo e interno), y un espaciador integénico (IGS). Dado sus bajas tasas de evolución, 
los genes 18S y 28S son comúnmente utilizados para establecer la posición taxonómica 
de un aislado a un nivel superior (orden, familia o género). En cambio, la región ITS, 
compuesta por dos espaciadores intergénicos ITS1 e ITS2 y el gen 5.8S, ha sido 
ampliamente utilizada tanto para la identificación de especies como para estudios 
filogenéticos (Schoch et al. 2012, Irinyi et al. 2015b), siendo recientemente propuesto 
como el marcador universal (código de barras o barcode) para la identificación de 
hongos (Schoch et al. 2012). Esta propuesta se basa fundamentalmente en su fácil 
amplificación y secuenciación, debido a sus múltiples copias en el genoma fúngico, su 
tamaño relativamente pequeño (alrededor de 500 pb), la disponibilidad de cebadores 
universales y su elevada variabilidad a nivel de secuencia, lo que permite obtener una 
buena resolución a nivel de especies, particularmente en la región ITS2 (Seifert 2009, 
Irinyi et al. 2015a). Sin embargo, aunque esta propuesta ha sido bien aceptada por la 
comunidad micológica, el marcador ideal aún no existe. A pesar de ser un muy buen 
marcador, la utilización de la región ITS como barcode ha sido criticada por su limitación 
para la diferenciación entre especies filogenéticamente muy cercanas o su falta de 
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resolución para la distinción a nivel de especie en determinados grupos fúngicos con 
mínima variabilidad interespecífica, como es el caso de Aspergillus spp. P. Micheli o 
Colletotrichum spp. Corda (Balajee et al. 2007a, Rojas et al. 2010, Irinyi et al. 2015b), o 
entre aquellos que presentan una importante variación intraespecífica como los 
miembros de los Glomeromycota o Chytridiomycota (Nilsson et al. 2008, Blaalid et al. 
2013, Irinyi et al. 2015b). Además, la existencia de polimorfismos relacionados con la 
elevada cantidad de copias de la región ITS presentes en el genoma de un mismo 
microrganismo, como se ha observado en Fusarium Link (Irinyi et al. 2015b), sumado a 
la escasez de secuencias disponibles para comparación en bases de datos públicas o la 
escasa fiabilidad de alguna de ellas (Nilsson et al. 2006, Balajee et al. 2009) han llevado 
a la exploración de otros genes, principalmente entre aquellos codificantes de proteínas 
como la actina (Act), ARN polimerasa (RPB1 y RPB2), β-tubulina (Tub), calmodulina 
(Cal), factor de elongación (Tef o EF-1α), etc, los cuales, dada su presencia universal en 
todas las especies fúngicas y su alto contenido en intrones con tasas evolutivas más 
elevadas, constituyen buenas alternativas para su utilización como marcadores 
secundarios (Irinyi et al. 2015b). 
Actualmente, la identificación de patógenos fúngicos mediante métodos 
moleculares se basa fundamentalmente en la secuenciación de uno o más genes y el 
establecimiento del grado de identidad de la secuencia problema o query comparada 
con secuencias nucleotídicas provenientes de material tipo o identificadas por otros 
métodos. Dicha comparación emplea algoritmos matemáticos disponibles en las bases 
de datos públicas como el NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), CBS (www.cbs.knaw.nl), NITE 
(www.nbrc.nite.go.jp), ISHAM (http://its.mycologylab.org/) u otras bases de datos 
especializadas como Q-Bank (www.q-bank.eu), etc (Altschul et al. 1990). Los resultados 
son entregados en términos de porcentaje de identidad, complementados con una serie 
de parámetros como el score, puntuación que determina la calificación del alineamiento 
y es calculado en base al número y tipo de diferencias presentes entre la secuencia 
query y sus homólogas y el valor o parámetro E que determina la significancia 
estadística del alineamiento. Aunque no existe un punto de corte estandarizado, se 
estima que un grado de identidad igual o superior a 98% con una secuencia obtenida a 
partir de un cultivo tipo o de referencia de una especie determinada, es suficiente para 
una identificación a nivel de especie (Balajee et al. 2007a, 2009, Alvarez et al. 2009). 
Sin embargo, a pesar de ser una herramienta muy potente y de gran utilidad para la 
rápida identificación de prácticamente cualquier organismo, sus resultados deben ser 
interpretados con cautela (Balajee et al. 2009, Samson et al. 2010) debido a que éstos 
están condicionados por la disponibilidad de secuencias con las cuales comparar. Es 
necesario considerar tres factores importantes: i) para muchos géneros y especies 
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fúngicas no existen secuencias provenientes de material tipo o de referencia, ya sea, 
por la inexistencia de cultivos o por la falta de estudios previos; ii) una gran proporción 
(aproximadamente 20%) de las secuencias disponibles en las bases de datos públicas 
fueron identificadas de forma incorrecta, no hacen referencia a la cepa a partir del cual 
fueron generadas o poseen ambigüedades (Nilsson et al. 2006, 2008) y iii) los 
programas que determinán el porcentaje de identidad trabajan en función de algoritmos 
heurísticos, por lo tanto no es posible asegurar que esta es la solución (más) correcta 
(Meek et al. 2003). 
 Debido, en parte, a los factores antes mencionados, así como a la necesidad de 
contar con diagnósticos más certeros y rápidos, la tendencia actual va dirigida a la 
identificación por medio del análisis filogenético de uno o más genes ya sea en forma 
combinada o individual, comparando posteriormente los resultados obtenidos (Taylor et 
al. 2000). Ésto, permite mejorar la precisión de la identificación y la delimitación a nivel 
de especie, contribuyendo al descubrimiento de nuevos taxones al poner de manifiesto 
especies, hasta ese momento crípticas, entre grupos de individuos cuyas diferencias 
fenotípicas (morfológicas y fisiológicas) son prácticamente nulas (Roe et al. 2010, de 
Hoog et al. 2015, Irinyi et al. 2015b). La filogenia pone de manifiesto las relaciones 
evolutivas dentro un grupo determinado de organismos, las cuales por lo general se 
representan de forma gráfica mediante un árbol filogenético (Wiley et al. 1991). Un árbol 
filogenético o cladograma está compuesto por nodos y ramas que los conectan y es 
básicamente una representación hipotética de la historia evolutiva de un grupo de 
organismos (Wiley et al. 1991, Salemi & Vandamme 2004). Se denominan nodos 
terminales o unidades taxonómicas operacionales (OTUs) a los taxones existentes, 
conectados o provenientes de una sola rama, mientras que los nodos internos o 
unidades taxonómicas hipotéticas (HTUs) son aquellos conectados por más de una 
rama y que corresponden a ancestros teóricos a partir de los cuales derivan los OTUs. 
Un grupo de taxones que pertenecen a una misma rama tienen un origen monofilético 
y se denominan clado (Salemi & Vandamme 2004). Un grupo parafilético es aquel que 
incluye al ancestro común de sus miembros, pero no a todos los descendientes de este, 
en cambio se denomina grupo polifilético aquel que reúne artificialmente ramas no 
conectadas por un antepasado común. La raíz de un árbol filogenético corresponde al 
ancestro común de todo el grupo y representa su origen evolutivo (Wiley et al. 1991, 
Alexopoulos et al. 1996, Salemi & Vandamme 2004). 
La filogenia molecular establece las relaciones evolutivas en base al análisis de 
secuencias de ADN (Whelan et al. 2001). El punto de partida es siempre una matriz o 
alineamiento, compuesta por fragmentos de ADN de diversos organismos, ordenados 
en función de su porcentaje de identidad. La formulación de la hipótesis en filogenia 
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molecular se realiza mediante el uso de algoritmos computacionales, existiendo varias 
alternativas, las cuales pueden ser clasificadas en dos grandes grupos: métodos 
basados en distancias y métodos basados en caracteres. Los métodos basados en 
distancias crean la hipótesis evolutiva en base a una matriz de distancias que puede 
ser calculada a partir de un alineamiento de secuencias, matrices de puntuación de 
alineamientos o del número de discordancias entre secuencias (distancia p) (Arnedo 
1999, Heng 2006). Los algoritmos más conocidos basados en este enfoque son 
Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei 1987), el método de la media (UPGMA), BioNJ 
(Gascuel 1997), y el Weighted NJ o Weighbor (Bruno et al. 2000). Estos métodos 
poseen la ventaja de ser computacionalmente eficientes y permiten construir árboles 
rápidamente a partir de bases de datos extensas. Sin embargo, dado que se basan sólo 
en distancias, no utilizan toda la información contenida en el alineamiento. El árbol final 
sólo muestra el nivel de similitud entre los taxones y no refleja relaciones evolutivas, 
mientras que la posición que ocupan los taxones en el árbol está influenciada 
directamente por la posición de estos en el alineamiento (Farris et al. 1996). Los 
métodos basados en caracteres, en cambio, consideran la información contenida en 
el alineamiento y evalúan los cambios evolutivos que puedan explicar los datos 
presentes en la matriz y, con excepción de la máxima parsimonia, establecen su 
probabilidad de acuerdo a modelos de sustitución nucleotídica calculados para cada 
alineamiento (Chun & Hong 2010). La máxima parsimonia (MP) se basa en el principio 
de la “navaja de Ockham” (Audi 1999) o ley de parsimonia que explica que “en igualdad 
de condiciones, la explicación más sencilla suele ser la correcta”, es decir, en un 
contexto filogenético la explicación más probable para la evolución de un grupo 
determinado de organismos es aquella que involucra el menor número de cambios. Para 
esto, MP busca entre el universo de árboles posible, aquel o aquellos que mejor 
expliquen los datos del alineamiento con un mínimo de sustituciones por sitio. Este 
método no necesita de complejos modelos matemáticos de sustitución nucleotídica, 
pero esto es considerado a su vez su principal desventaja ya que al asumir que la 
evolución es homogénea y constante en el tiempo y para todos los genes, puede no 
reflejar las relaciones evolutivas más correctas, estando especialmente influenciado 
cuando en el alineamiento se comparan taxones con tasas de sustitución muy 
diferentes. Estos últimos se reflejan en el árbol como “ramas largas”, un fenómeno 
conocido como “atracción de las ramas largas” (long branch attraction) (Felsestein 
1978). En la Máxima Verosimilitud o Maximum Likelihood (ML), se evalúa básicamente 
en términos probabilísticos, como cada uno de los árboles obtenidos explican los datos 
observados en el alineamiento y elige el más probable. Este método permite el uso de 
modelos evolutivos complejos para explicar las diferentes tasas de mutación y ha sido 
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considerado como el algoritmo más preciso para la reconstrucción de árboles 
filogenéticos (Kuhner & Felsenstein 1994; Hall 2005, Heng 2006). Sin embargo, tiene el 
inconveniente de ser muy exigente en términos de potencia computacional. A pesar de 
existir muchos modelos evolutivos, éstos no son combinables, lo que en cierta medida 
limita su utilidad para inferir filogenias complejas; es decir, a partir de particiones 
combinadas. Además, dado que la selección del árbol inicial se basa en una búsqueda 
heurística; en teoría, deberían realizarse varias réplicas del análisis para asegurarse que 
se está encontrando el árbol más adecuado. Por el contrario, en la Inferencia 
Bayesiana (BI) se evalúa el grado en que los datos observados en el alineamiento 
explican los diferentes árboles obtenidos, finalmente el algoritmo calcula el árbol 
consenso que mejor representa la totalidad de árboles observados. La principal ventaja 
de este método es su flexibilidad y la posibilidad de combinar diferentes modelos de 
sustitución para alineamientos consistentes en diferentes particiones. Al generar 
muchos árboles, éstos pueden en cierta medida ser considerados réplicas de un mismo 
análisis. Sin embargo, la BI es el método más exigente en términos computacionales. 
Toda reconstrucción filogenética necesita de algún método que valide la robustez 
de la topología de los árboles obtenidos. Esto se realiza mediante tests estadísticos, 
siendo los más utilizados el análisis de bootstrap y la determinación de la probabilidad 
posterior. El análisis de bootstrap (bs) (Felsestein 1985), empleado tanto en NJ, ML y 
MP, consiste en la realización de réplicas al azar a partir del alineamiento original 
ejecutando muestreos aleatorios entre pares de taxones. Para cada réplica se genera 
un árbol filogenético y luego se evalúa el porcentaje de árboles en los cuales se 
presenta cada nodo. En general, se considera que un nodo con un valor bs ≥70% posee 
un buen soporte estadístico. El cálculo de la probabilidad posterior (pp) se emplea 
para evaluar la robustez del árbol consenso obtenido por BI y es una medida de la 
probabilidad de que el clado correspondiente sea el verdadero para el modelo escogido 
(Huelsenbeck et al. 2002). Se considera un clado bien soportado aquel que presente un 
valor de pp ≥0.95. Tanto para la determinación de valores de bs como de pp, cualquier 
clado no soportado indica que existe una alta probabilidad de que este se haya formado 
por efecto del azar (Erixon et al. 2003). Si bien ambos sistemas son equivalentes, éstos 
no son universalmente comparables entre sí y pueden entregar resultados muy 
variables según los datos disponibles, aunque por lo general dichos sistemas tienden a 
coincidir en función de la correcta selección/cálculo del modelo de sustitución (Erixon et 
al. 2003). 
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1.3 Hongos e infección 
La gran mayoría de las especies de hongos conocidas hasta la fecha son 
organismos de bajo o nulo potencial patógeno para el ser humano u otros animales, 
incapaces de tolerar las condiciones fisiológicas en un huésped normal (Crous et al. 
2009a), explicable además por el alto nivel de inmunidad natural frente a la gran 
mayoría de especies (Brock 2006). Sin embargo, ciertos hongos son capaces de 
superar estas condiciones adversas produciendo un cuadro infeccioso. La infección 
producida por un hongo recibe el nombre de micosis (Kirk et al. 2008). 
Tradicionalmente, las micosis han sido clasificadas en base a criterios clínicos, 
principalmente teniendo en cuenta la localización anatómica de la infección, por lo que 
en este sentido se distinguen cuatro tipos: superficiales, cutáneas, subcutáneas y 
profundas. En las micosis superficiales se ven afectadas las capas más externas de la 
piel y/o sus anexos (pelos, uñas, pezuñas), sin invasión del tejido vivo y, por lo tanto, sin 
producir una respuesta inmunitaria del huésped (Walsh & Dixon 1996, de Hoog et al. 
2011). Por el contrario, si la infección afecta a capas más profundas de la piel y 
membranas mucocutáneas, desencadenando una respuesta inflamatoria del huésped, 
ésta recibe el nombre de micosis cutánea, y pueden distinguirse dos tipos, 
dermatofitósis y dermatomicosis: las dermatofitósis son producidas por hongos 
queratinofílicos pertenecientes a los géneros Epidermophyton Sabour., Microsporum 
Gruby y Trichophyton Malmsten, mientras que las dermatomicosis son producidas por 
una amplia gama de hongos no relacionados como Candida Berkhout, Cladosporium 
Link o Aspergillus P. Micheli ex Haller (Walsh & Dixon 1996). Las micosis subcutáneas 
son infecciones crónicas resultado de la inoculación traumática del hongo en el tejido 
subcutáneo el cual provoca una fuerte reacción inmunitaria derivando en la formación de 
quistes o granulomas (de Hoog et al. 2011). Bajo esta denominación se incluyen 
lesiones no ulcerativas, eumicetomas, etc. A su vez, las lesiones no ulcerativas pueden 
clasificarse en hialohifomicosis y feohifomicosis según las características morfológicas 
de los agentes causales. En la hialohifomicosis, el análisis microscópico de las 
lesiones demuestra la presencia de elementos fúngicos hialinos (ejemplos: Acremonium 
Link, Fusarium Link, algunas especies de Scopulariopsis Bainier, Trichoderma Pers., 
etc), mientras que en la feohifomicosis se observan elementos fúngicos pigmentados o 
dematiáceos (ejemplos: algunas especies de Scopulariopsis, Cladosporium, etc) (de 
Hoog et al. 2011). Las micosis profundas implican la afectación de tejidos profundos y 
órganos internos. Son causadas exclusivamente por hongos dimórficos (micosis 
endémicas) u hongos oportunistas. Mientras las micosis endémicas tienen como vía de 
entrada el tracto respiratorio, los patógenos oportunistas pueden ingresar a través de la 
vía respiratoria, digestiva o afectar directamente el torrente circulatorio mediante 
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contaminación de sistemas de infusión intravascular (Walsh & Dixon 1996). La micosis 
profundas pueden ser localizadas o afectar tejidos contiguos o no contiguos (micosis 
diseminada) a través del sistema circulatorio o linfático (de Hoog et al. 2011). 
Actualmente, se estima en alrededor de 500 especies capaces de actuar como 
patógenos en humanos (Brandt & Warnock 2015). Sólo un número muy limitado de 
especies fúngicas son considerados patógenos primarios (ej. Blastomyces 
dermatitidis, Coccidioides spp. Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis) 
es decir, que pueden provocar infección en individuos inmunocompetentes. Por lo 
general, los hongos patógenos primarios están confinados a determinadas regiones 
geográficas, por lo cual estas micosis reciben el nombre de micosis endémicas. Sin 
embargo, si las barreras inmunológicas primarias del hospedador son superadas, ciertos 
grupos de hongos, normalmente saprobios ambientales ubicuos o comensales, son 
capaces de colonizar, infectar o invadir tejidos y producir enfermedad (Crous et al. 
2009a). Estos hongos se denominan patógenos oportunistas y la infección producida 
por los mismos, micosis oportunista. En la actualidad, las micosis oportunistas 
representan la principal infección secundaria en la población inmunocomprometida y los 
hongos una de las causas más importantes de infección nosocomial. Se considera que 
más del 40% de las muertes relacionadas con infecciones adquiridas en el ambiente 
hospitalario son resultado de una infección fúngica, y se estima que este porcentaje 
seguirá aumentando en la medida que aumente la población inmunocomprometida, 
particularmente aquellos individuos bajo terapias inmunosupresoras, VIH y edades 
extremas (Brock 2006). 
Mientras la gran mayoría de micosis oportunistas son producidas por hongos 
levaduriformes, se ha visto una notable expansión del espectro de agentes causales, 
incluyendo un gran número de hongos filamentosos tradicionalmente considerados 
como simples contaminantes ambientales o colonizadores, los cuales, a pesar de su 
baja frecuencia se asocian comúnmente con desenlaces fatales o requieren de 
complejas debridaciones quirúrgicas, dada la incapacidad del huésped para iniciar una 
respuesta inmune eficaz y la tendencia de estos hongos a presentar una elevada 
resistencia a los antifúngicos actualmente disponibles en el mercado (Pontón & Quindós 
2009, de Hoog et al. 2015, Köhler et al. 2015). 
 
1.4 Generalidades sobre los géneros fúngicos incluidos en la presente tesis 
En la presente tesis se han estudiado algunos géneros de hongos filamentosos 
ambientales: Acrophialophora Edward, Cladosporium Link, Microascus Zukal, 
Scopulariopsis Bainier y Trichoderma Pers., pertenecientes a diversas familias de los 
Sordariomycetes y Dothidiomycetes (Fig. 7) y considerados patógenos oportunistas. Los 
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organismos involucrados en estos cuadros infecciosos, por lo general, corresponden a 
hongos ubicuos de bajo potencial patogénico (Pfaller et al. 2006, Puebla 2012, Brandt & 
Warnock 2015). Debido a su baja incidencia en clínica se carece de datos sobre su 
epidemiología y tratamiento antifúngico. Pero a su vez son hongos poco estudiados a 
partir de herramientas modernas basadas en biología molecular, por lo que su 
taxonomía, relaciones filogenéticas o espectro de especies de importancia clínica son 
todavía poco conocidos en la mayoría de los géneros citados. 
Mientras que las especies del género Trichoderma habían sido consideradas 
hasta recientemente como inocuas para el hombre y otros animales (Kredics et al. 
2011), Acrophialophora, Cladosporium, Microascus y Scopulariopsis tienen una extensa 
historia como agentes causantes de infecciones en el hombre, pero de muy baja 
incidencia o de dudosa patogenicidad (de Hoog et al. 2011, Sandoval-Denis et al. 2013). 
Sin embargo, cada vez con mayor frecuencia se publican casos de infecciones 
producidas por especies de los géneros antes mencionados, así como de otros géneros 
raros o poco comunes en clínica, los cuales, a pesar del desarrollo de nuevas técnicas 
diagnósticas y terapias antifúngicas, se asocian con altas tasas de morbilidad y 
mortalidad (Pfaller et al. 2006, Puebla 2012). Ésto se ha relacionado fundamentalmente 
con el incremento o combinación de una serie de factores de riesgo, entre los que 
podemos destacar la presencia de enfermedades de base severas, la aplicación de 
terapias inmunosupresoras intensas y/o prolongadas, la aparición de cepas resistentes 
a la terapia antifúngica, pero tambien la falta de estudios clínicos robustos que avalen el 
desarrollo de esquemas de tratamiento efectivos (Romani 2008, Puebla 2012). 
 
1.4.1 Acrophialophora 
 Acrophialophora es un género de hongos anamórficos termotolerantes, capaces 
de crecer y esporular a temperaturas superiores a 40ºC, aislados fundamentalmente de 
suelos, particularmente de la India o suelos áridos de Egipto o Pakistán, de raíces u 
hojas de plantas gramíneas o leguminosas y material de compostaje (Domsch et al. 
2007). 
Propuesto por Edward (1959), inicialmente con una sola especie, 
Acrophialophora nainiana Edward, aislada de suelo de la India, y caracterizada por tener 
micelio al principio hialino, volviéndose subhialino a marrón claro, desarrollar 
conidióforos erectos, no ramificados, septados, con paredes gruesas, verrucosas y 
pigmentadas que se tornan subhialinas hacia el ápice, en el cual se originan fiálides en 
forma de botella, con base ancha y apice delgado, las cuales dan lugar a conidios de 
hialinos a subhialinos, unicelulares, equinulados y agrupados en largas cadenas. 
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Figura 7 Arbol esquemático mostrando las ubicaciones taxonómicas y características 
morfológicas principales de los generos incluidos en este trabajo (en rojo). Adaptado de Hibbett 
et al. (2007) y Catalogue of Life (http://www.catalogueoflife.org/). 
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Sin embargo, dicho género no fue inmediatamente aceptado y A. nainiana fue 
transferida al género Paecilomyces Bainier y considerada sinónima de P. fusisporus 
Saksena (Barron 1968, Dal Vesco & Peyronel 1968). Posteriormente, el género fue 
revalidado por Samson & Mahmood (1970) principalmente sobre la base de las 
diferencias en la morfología de los conidióforos de Acrophialophora y Paecilomyces. 
Dichos autores rechazaron la sinonimia antes establecida restableciendo la especie 
tipo y propusieron la nueva combinación Acrophialophora fusispora (Saksena) Samson 
para P. fusisporus (sinónimo Masoniella indica M.A. Salam & P. Rama Rao) y 
describieron una nueva especie, Acrophialophora levis Samson & Tariq Mahmood. Sin 
embargo, Ellis (1971) consideró a A. fusispora, A. nainiana y Ampullifera seudatica 
Subrahamanyam como especies sinónimas, aceptando tan solo dos especies válidas 
para el género: A. fusispora, como especie tipo y A. levis. Posteriormente, Al-Mohsen 
et al. (2000), en una revisión basada en el estudio de cepas clínicas y ambientales del 
género, consideraron estas dos especies como sinónimas, debido a la ausencia de 
caracteres morfológicos evidentes para diferenciarlos, proponiendo A. fusispora como 
la única especie para el género. La posición taxonómica de Acrophialophora es aún 
incierta, clasificándose como un género incertae sedis en Pezizomycotina. 
 
1.4.2 Cladosporium 
Cladosporium agrupa a hongos dematiáceos, cosmopolitas, comúnmente 
aislados de restos vegetales, suelo, aire, agua, alimentos congelados, pero tambien 
como comensales intestinales en insectos e incluso como organismos fitopatógenos, 
etc (Domsch et al. 2007, Bensch et al. 2012). Morfológicamente se caracterizan por 
tener tanto las hifas como el aparato conidiogénico pigmentados. Los conidióforos son 
complejos, usualmente ramificados, con conidiogénesis holoblástica y células 
conidiógenas generalmente poliblásticas y simpodiales, formando largas cadenas 
acrópetas, a menudo ramificadas, de conidios. Los conidios suelen ser muy variables 
tanto en su forma, ornamentación como en número de septos transversales (Bensch et 
al. 2012). La principal característica morfológica del género es la cicatriz presente en el 
locus conidiógeno y en el conidio, denominada cicatriz coronada o cladosporioide, ésta 
se compone de un anillo periclinal protuberante que rodea a un domo convexo central 
(David 1997). 
El género Cladosporium fue originalmente descrito por Link, incluyendo cuatro 
especies: C. abietinum (Pers.) Link, C. atrum Link, C. aureum Link y C. herbarum 
(Pers.) Link, siendo posteriormente lectotipificado con C. herbarum (Clements & Shear 
1931, Bensch et al. 2012). Sin embargo, desde su descripción se le han sumado más 
de 700 especies. Según Bensch et al. (2012), la existencia en la literatura de 
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descripciones muy imprecisas del género sumado a la gran variabilidad morfológica de 
las especies y a la gran diversidad de sustratos que colonizan, son factores que han 
propiciado la descripción de esta gran diversidad de especies. Debido a que algunas 
de las especies de Cladosporium se asociaron al género teleomórfico Mycosphaerella 
Johanson, Öfvers. K. VetenskAkad, ambos géneros se clasificaron en la familia 
Mycosphaerellaceae, originalmente incluida en el orden Dothideales (Bensch et al. 
2012). Sin embargo, recientes estudios de Cladosporium y Mycosphaerella, basados 
en filogenia molecular, demuestran que ambos géneros no constituyen un linaje 
monofilético. Cladosporium se incluye en una familia independiente (Cladosporiaceae) 
y sus teleomorfos se transferieron al nuevo género Davidiella Crous & U. Braun (Crous 
et al. 2007a). Actualmente tanto la familia Cladosporiaceae como Mycosphaerellaceae 
pertenecen al orden Capnodiales (Dothideomycetes) (Schoch et al. 2006, 2009a, 
2009b, Crous et al. 2009b, Bensch et al. 2012). Otros estudios moleculares más 
recientes han permitido delimitar con mayor presición tanto al género como a sus 
especies. Dichos estudios pusieron de manifiesto que Cladosporium, en un sentido 
amplio, incluía un grupo heterogéneo de microorganismos que si bien presentaban 
afinidad morfológica, no estaban relacionados evolutivamente, estando distribuidos en 
diferentes géneros, familias e incluso ordenes de Sordariomycetes (de Hoog et al. 
1995, Crous et al. 2007b, Seifert et al. 2007, Schubert et al. 2007a, Braun et al. 2008). 
Esta reorganización taxonómica afectó a muchas especies originalmente incluidas en 
Cladosporium y de interés tanto fito- como zoopatológico, incluyendo las especies 
termotolerantes consideradas patógenos primarios en humanos como C. bantianum 
(Sacc.) Borelli, C. carrionii Trejos y C. devriesii Padhye & Ajello, actualmente 
clasificadas en el género Cladophialophora Borelli (de Hoog et al. 1995). Además, se 
demostró que las especies más frecuentemente aisladas en el ambiente, como C. 
cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries, C. herbarum y C. sphaerospermum Penz. son 
polifiléticos y corresponden realmente a complejos de especies crípticas (Schubert et 
al. 2007b, Zalar et al. 2007, Dugan et al. 2008, Bensch et al. 2010). 
 
1.4.3 Microascus, Scopulariopsis y géneros relacionados 
 El género Microascus, erigido por Zukal (1885) y tipificado por M. longirostris 
Zukal, es un género tradicionalmente referido a formas sexuales de la familia 
Microascaceae (Microascales, Sordariomycetes, Ascomycetes). Esta familia agrupa a 
hongos saprobios comúnmente colonizadores del suelo y material vegetal en 
descomposición, aunque se han aislado también del aire, papel y ambientes húmedos 
(Barron et al. 1961, Morton & Smith 1963, Samson et al. 2010). Microascus 
actualmente comprende 32 especies de hongos pleomórficos con formas asexuales 
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clasificadas en los géneros Scopulariopsis Bainier, Wardomyces Brooks & Hansf. y 
Wardomycopsis Udagawa & Furuya (Malloch 1970, Udagawa & Furuya 1978, Guarro 
et al. 2012). 
Las especies de Microascus se caracterizan por la formación de ascomas 
periteciales, esféricos o ampuliformes, que originan ascos de ovales a esféricos, 
evanescentes y con 8 esporas unicelulares, las cuales son asimétricas, más o menos 
reniformes o triangulares y con 0-2 poros germinativos. Las ascosporas se liberan 
formando largos cirros o acúmulos gelatinosos en el extremo apical del cuello del 
ascoma (Barron et al. 1961, Morton & Smith 1963, Guarro et al. 2012). 
Las especies de Scopulariopsis son hialinas o dematiáceas, caracterizadas 
por tener células conidiógenas anelídicas que originan conidios secos, los cuales se 
disponen en largas cadenas basípetas (Morton & Smith 1963, Samson et al. 2010). 
Wardomyces incluye formas asexuales que se caracterizan por tener un 
micelio hialino y por producir conidios dematiáceos provistos de una línea germinativa, 
los cuales se forman a partir de células conidiógenas poliblásticas. Las especies W. 
aggregatus Malloch, W. columbinus (Demelius) Henneb., W. dimerus W. Gams y W. 
simplex J. Sugiy., Y. Kawas. & H. Kurata se distinguen por tener además un segundo 
tipo de conidiogénesis, similar al de Scopulariopsis, el cual origina cadenas de 
conidios, unicelulares o bicelulares, a partir de anélides (Gams 1968, Hennebert 1968, 
Sugiyama et al. 1968, 1969). Cabe destacar, sin embargo, que las especies que 
presentaban dos tipos de conidiogenesis fueron transferidas a otros géneros, Gamsia 
y Hennebertia (Morelet 1969), aunque este cambio taxonómico no fue aceptado por 
diversos autores (Domsch et al. 2007, Seifert et al. 2011, Whitton et al. 2012). 
Las especies de Wardomycopsis se caracterizan, al igual que en 
Wardomyces, por formar conidios dematiáceos provistos con línea germinativa, pero 
dispuestos en cortas cadenas y naciendo a partir de anélides (Udagawa & Furuya 
1978). 
Malloch (1970) y Udagawa & Furuya (1978) describieron especies de 
Microascus con anamorfos pertenecientes a Wardomyces (Microascus giganteus 
Malloch) y Wardomycopsis (Microascus inopinatus Udagawa & Furuya), 
respectivamente. 
La conexión entre Microascus y sus diversos géneros anamórficos ha sido 
objeto de debate a lo largo de casi cien años. La relación entre Microascus y 
Scopulariopsis fue originalmente establecida por Curzi (1930, 1931) tras la descripción 
de Microascus cirrosus, considerando además a los géneros Sphaerella Hans., 
Peristomium Lech., Nephrospora Loub. y Acaulium Sopp como sinónimos de 
Microascus. Scopulariopsis fue propuesto por Bainier (1907) para acomodar tres 
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especies: S. brevicaulis (Sacc.) Bainier como tipo del género, S. rubellus Bainier y S. 
rufulus Bainier, especies que originalmente estaban incluidas en la sección anomala 
del género Penicillium (Biourge 1923). Actualmente el género incluye un total de 77 
especies (Fuente: Index Fungorum, Mycobank), muchas de las cuales no han sido 
revisadas desde su publicación original. Por otro lado, ocho de estas han sido 
asociadas a su correspondiente teleomorfo (M. brevicaulis, M cinereus, M. cirrosus, M. 
longirostris, M.manginii, M. niger, M soppii y M. trigonosporus). 
El género Pithoascus Arx fue descrito por von Arx (1973a) para incluir a tres 
especies, P. nidicola (Massee & E.S. Salmon) Arx como especie tipo, P. intermedius 
(C.W. Emmons & B.O. Dodge) Arx y P. schumacheri (E.C. Hansen) Arx, segregadas 
de Microascus y caracterizadas por formar ascomas con ostiolos rudimentarios o 
ausentes, ascosporas fusiformes desprovistas de poros germinativos y ausencia de 
anamorfo (Skou 1973, von Arx 1973a, 1973b). Además de estas tres especies, en el 
género se incluyeron otras dos, P. exsertus (Skou) Arx y P. stoveri Arx (von Arx et al. 
1988). La posterior detección de la presencia, aunque muy reducida, de anamorfos 
similares a Scopulariopsis en P. intermedius, P. nidicola y P. schumacheri llevó a 
Valmaseda et al. (1986) a redescribir el género (Roberts 1985, Domsch et al. 2007). 
Sin embargo, la separación de Microascus y Pithoascus no ha sido completamente 
aceptada, siendo considerados ambos géneros sinónimos por muchos autores 
(Malloch & Hubart 1987, Abbott et al. 2002, Guarro et al. 2012). 
Diversos autores han sugerido la inclusión en el género Scopulariopsis de 
todas las especies anamórficas relacionadas con Microascus, así como las descritas 
en los géneros Cephalotrichum Link, Doratomyces Corda, Kernia Nieuwl. y Trichurus 
Clem. (Gams 1968, Malloch & Cain 1971). Sin embargo, los escasos estudios 
moleculares que se han realizado hasta la fecha demuestran que tanto Microascus 
como Scopulariopsis son géneros polifiléticos (Issakainen et al. 2003, Ropars et al. 
2012, Lackner et al. 2014), por lo que antes de proponer cualquier cambio taxonómico 
es necesario profundizar en las relaciones filogenéticas de todos estos hongos. 
 
1.4.4 Trichoderma 
El género Trichoderma es un grupo muy numeroso de hongos asexuales 
morfológicamente muy similares entre sí y cuyos teleomorfos pertenecen al género 
Hypocrea Fr. Son especies saprobias, muchas de ellas termotolerantes, ubicuas y en 
su mayoría de distribución mundial. Se encuentran en una gran diversidad de 
sustratos, especialmente suelos de bosques o de cultivo, madera en descomposición, 
papel, textiles, etc (Domsch et al. 2007), y han sido extensivamente estudiados dadas 
sus propiedades ecológicas y fisiológicas. Las especies de Trichoderma son 
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importantes productores de compuestos bioactivos y algunas se usan como agentes 
para el biocontrol de hongos fitopatógenos (Domsch et al. 2007). 
Se caracterizan por tener un crecimiento muy rápido y expansivo, con colonias 
al principio de color blanco que luego se vuelven amarillas o verdes en su superficie 
por la intensa producción de conidios. Producen conidióforos con múltiples 
ramificaciones dicotómicas o en verticilos y pueden presentar apéndices estériles. Por 
lo general, dichos conidióforos se agrupan en estructuras similares a esporodoquios 
denominadas pústulas. Las células conidiógenas son fialídicas, tienen forma de botella 
y se desarrollan en las ramas laterales del conidióforo. Los conidios suelen ser de 
subglobosos a elipsoidales, lisos o rugosos, hialinos o más comúnmente de color 
verde (Domsch et al. 2007). 
Trichoderma fue descrito por Persoon (1794) con T. viride Pers. como especie 
tipo y otras tres especies; T. caesium Pers., T. nigrescens Pers. y T. roseum Pers., 
aunque más tarde Bisby (1939) lo consideró un género monotípico con T. viride como 
su única especie incluida. Rifai (1969) realizó la primera revisión taxonómica moderna 
del género y concluyó que Trichoderma constaba de al menos nueve especies, las 
cuales fueron agrupadas en función de su morfología; dichos grupos se trataron como 
“agregados” de especies (Druzhinina & Kubicek 2005, Kredics et al. 2011, Samuels et 
al. 2012). Posteriormente, Bisset (1984, 1991a, 1991b, 1991c) y Gams & Bissett 
(1998) elevaron estos “agregados” a la categoría de secciones, un sistema aún 
utilizado en la actualidad y en el que se consideran un total de cinco secciones 
morfológicas: Longibrachiatum, Pachybasium, Trichoderma, Saturnisporum e 
Hypocreanum, con aproximadamente 40 especies en total (Druzhinina & Kubicek 
2005). La aplicación de herramientas de biología molecular a partir del año 2000 llevó 
a considerables cambios en la taxonomía de Trichoderma. Kullnig-Gradinger et al. 
(2002) reconocieron 46 especies filogenéticas mediante el análisis de secuencias de 
genes ribosómicos y fragmentos de los genes codificantes para el factor de elongación 
(Tef1) y la Endoquitinasa 42 (chi18-5). Más tarde, Druzhunina & Kubicek (2005) 
aumentaron a 88 el número de taxones en Trichoderma/Hypocrea, estandarizando un 
sistema de identificación mediante barcoding basado en los marcadores antes 
mencionados. Desde entonces el número de especies aceptadas de Trichoderma 
prácticamente se ha quintuplicado, comprendiendo actualmente 252 especies (Bissett 
et al. 2015). Es importante resaltar que la identificación fenotípica de todos estos 
hongos es muy problemática, por lo que se recomienda que cualquier identificación en 
Trichoderma debe de ser confirmada mediante secuenciación de ADN (Kredicks et al. 
2011). 
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Cabe destacar que éste es uno de los pocos grupos de hongos pleomórficos en 
los cuales la comunidad micológica ha tomado una decisión referente a la 
conservación de un nombre de acuerdo al nuevo código de nomenclatura (Jaklitsch & 
Voglmayr 2013). Durante el año 2013, y mediante una consulta llevada a cabo por la 
Subcomisión Internacional sobre Trichoderma e Hypocrea (ISTH), perteneciente a la 
Comisión Internacional para la Taxonomía Fúngica, se propuso adoptar el nombre de 
Trichoderma para las especies incluidas en el binomio Trichoderma/Hypocrea a la 
espera de su aceptación por el Comité de Nomenclatura de Hongos (Jaklitsch & 
Voglmayr 2013, Rossman et al. 2013). 
 
1.4.5 Importancia clínica 
Los géneros antes mencionados son ubicuos en la naturaleza, colonizando 
principalmente en suelo, aire y material vegetal de todo el mundo. Sin embargo, 
algunas de sus especies son capaces de causar infecciones en el hombre y animales, 
por lo que se los considera pátogenos oportunistas emergentes, de particular 
importancia para la población inmunusuprimida, principalmente pacientes 
transplantados o con tumores linforreticulares o de tejidos hematopoyéticos (de Hoog 
et al. 2011, Kredics et al. 2011). 
 Existen relativamente pocos casos clínicos atribuidos al género 
Acrophialophora, siendo A. fusispora la única especie citada en clínica y asociada 
principalmente a cuadros de colonización o infección pulmonar, especialmente en 
transplantados pulmonares (Al-Mohsen et al. 2000, González-Escalada et al. 2000, 
Cimon et al. 2005, Guarro et al. 2007), progresando en algunos casos a infección 
sistémica por diseminación sanguinea (Sutton et al. 1997, Al-Mohsen et al. 2000, 
Guarro et al. 2007, Li et al. 2013). También es responsable de casos de queratitis 
(Shukla 1983, Arthur et al. 2001, Guarro et al. 2007), así como de abscesos cerebrales 
en humanos (Al-Mohsen et al. 2000, Li et al. 2013) y animales (Whelsh & Ely 1999, 
Guarro & Gené 2002, Sigler & Sutton 2002), por lo cual se le ha atribuído un cierto 
potencial neurotrópico (Revankar & Sutton 2010). 
 Las especies del género Cladosporium se asocian frecuentemente a casos de 
rinitis y sinusitis alergica (Sellart-Altissent et al. 2007, de Hoog et al. 2011), debido a su 
amplia y fácil dispersión por vía aerea, siendo este género considerado el segundo 
alergeno fúngico de mayor importancia después de Alternaria (Torras et al. 1981, de 
Ana et al. 2006, Sellart-Altisent et al. 2007). Las especies de Cladosporium a menudo 
se aislan de muestras clínicas, pero debido a los escasos conocimientos sobre su 
potencial patogénico suelen ser consideradas contaminantes de laboratorio (Schell 
2003). Sin embargo, algunas especies se han descrito como agentes causantes de 
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feohifomicosis superficiales o subcutáneas, tanto en humanos (Drabick et al. 1990, 
Romano et al. 1999, Vieira et al. 2001, Sang et al. 2012, Sosa et al. 2012) como en 
animales (Ma et al. 2013), de queratitis (Chew et al. 2009) e incluso causantes de 
infecciones profundas e invasoras involucrando al sistema respiratorio (Yano et al. 
2003), cerebro (Kantarcioğlu et al. 2002, Lalueza et al. 2011) y un caso de infección 
diseminada (Bentz & Sautter 1993). La mayoría de estos casos se han atribuido a C. 
cladosporioides y en mucha menor medida a C. herbarum, C. macrocarpum Preuss, C. 
oxysporum Berk. & M.A. Curtis y C. sphaerospermum (de Hoog et al. 2011). 
A diferencia de Acrophialophora y Cladosporium, las especies pertenecientes a 
Scopulariopsis y, aunque en menor medida, a Microascus se reconocen como 
potenciales patógenos oportunistas para el hombre. La especie mas importante en 
clínica es S. brevicaulis (de Hoog et al. 2011, Iwen et al. 2012). Ésta se aisla 
frecuentemente como agente causal de dermatomicosis y onicomicosis en pacientes 
inmunocompetentes (Carrillo-Muñoz et al. 2004, de Hoog et al. 2011), siendo 
considerado uno de principales responsables de onicomicosis no dermatofítica en el 
hombre (Tosti et al. 1996, Cuenca-Estrella et al. 2003). Scopulariopsis brevicaulis, S. 
acremonium (Delacr.) Vuill., S. brumptii Salv.-Duval, S. flava (Sopp) F.J. Morton & G. 
Sm., M. niger (Sopp) Curzi, M. cinereus Curzi, M. cirrosus Curzi, M. manginii 
(Loubière) Curzi y M. trigonosporus C.W. Emmons & B.O. Dodge, se han aislado a 
partir de muestras clínicas de pacientes inmunocomprometidos, demostrándose su 
potencial patógeno en infecciones cutáneas (de Hoog et al. 2011), subcutáneas (Patel 
et al. 1993), queratitis (Ragge et al. 1990), otomicosis (Neglia et al. 1987), infecciones 
respiratorias incluyendo senos paranasales o localizaciones pulmonares profundas 
(Wheat et al. 1984, Kriesel et al. 1994), endoftalmitis (Gariano & Kalina 1997), 
abscesos cerebrales (Petit et al. 2011), endocarditis de válvula protésica (Migrino et al. 
1995, Jain et al. 2011) y peritonitis (Vaidya & Levine 1992). 
 El género Trichoderma incluye especies de reciente interés en clínica como 
agentes de infecciones oportunistas, particularmente en pacientes transplantados o 
bajo peritoneodiálisis, produciendo infecciones diseminadas persistentes, las cuales 
por lo general no responden al tratamiento antifúngico (Guarro et al. 1999b, Richter et 
al. 1999, Kredics et al. 2003, Kantarcioğlu et al. 2009, Kredics et al. 2011). La especie 
de mayor incidencia en clínica es T. longibrachiatum Rifai (Tang et al. 2003), aunque 
también se han descrito otras ocho especies como patógenos oportunistas en 
humanos: T. atroviride P. Karst., T. citrinoviride Bissett, T. harzianum Rifai, T. koningii 
Oudem., T. orientale (Samuels & Petrini) Jaklitsch & Samuels, T. pseudokoningii Rifai, 
T. reesei E.G. Simmons y T. viride Pers. (Ranque et al. 2008, Kredics et al. 2011). 
Además de infecciones diseminadas (Kredics et al. 2003, 2011), las especies de 
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Trichoderma se han descrito como agentes causales de infecciones cutáneas y 
subcutáneas (Munoz et al. 1997), otitis externa (Hennequin et al. 2000) o queratitis 
(Venugopal et al. 1989), responsables de cuadros respiratorios alérgicos (Furukawa et 
al. 1998, Tang et al. 2003) e infecciones respiratorias profundas (de Miguel et al. 2005, 
Alanio et al. 2008), o asociadas a infección de drenaje ventricular (Piens et al. 2004), 
endocarditis (Bustamante-Labarta et al. 2000) y abscesos cerebrales (Seguin et al. 
1995). Cabe destacar además su elevada incidencia en casos de infección peritoneal 
asociada a la contaminación de catéteres de peritoneodiálisis (Ragnaud et al. 1984, 
Campos-Herrero et al. 1996, Bren 1998, Rota et al. 2000, Eşel et al. 2003, Kredics et 
al. 2003). 
 
1.5 Sensibilidad antifúngica 
Actualmente, el tratamiento de las infecciones fúngicas se encuentra restringido 
a un reducido espectro de drogas antifúngicas cuyos mecanismos de acción se limitan 
a tres objetivos principales de la estructura y función fúngica: la membrana celular, la 
pared celular y la síntesis de ADN, ARN y proteínas. Entre los antifúngicos que actuan 
sobre la membrana celular afectando su formación y permeabilidad se encuentran las 
alilaminas, los azoles y los polienos. Las alilaminas, entre las cuales la más 
reconocida es la terbinafina (TRB) es un grupo de fármacos sintéticos cuya acción se 
basa en la inhibición de la enzima escualeno monooxigenasa, impidiendo la síntesis 
de ergosterol. La consiguiente acumulación intracitoplasmática de escualeno y la 
alteración estructural de la membrana citoplasmática llevan a la muerte celular. Los 
azoles de mayor relevancia: fluconazol (FLC), itraconazol (ITC), posaconazol (PSC) y 
voriconazol (VRC) son también fármacos sintéticos que actúan inhibiendo la enzima 
lanosterol-14α-desmetilasa, impidiendo la conversion del lanosterol a ergosterol. Los 
polienos, entre los cuales el fármaco de mayor relevancia es la anfotericina B (AMB), 
extraída de la bacteria Streptomyces nodosus actúa uniéndose directamente al 
ergosterol, intercalándose en la membrana citoplasmática determinando un aumento 
de su permeabilidad por la formación de poros. Los antifúngicos que ejercen su acción 
a nivel de la pared celular se limitan al grupo de las equinocandinas, que incluyen a 
la anidulafungina (AFG), caspofungina (CFG) y micafungina (MFG), que son moléculas 
semisintéticas con acción inhibitoria sobre la enzima (1-3) β-D-glucano sintasa, 
impidiendo la síntesis de (1-3) β-D-glucano, un polisacárido estructural fundamental 
para la integridad de la pared celular fúngica. Por último, las pirimidinas fluoradas 
como la 5-fluorocitosina (5FC) actuan mediante la inhibición de la síntesis de DNA, 
RNA y proteínas, impidiendo la síntesis de pirimidinas (Lewis 2011, Richardson & 
Warnock 2012) 
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El incremento constante de las infecciones fúngicas oportunistas sumado a su 
alta mortalidad, elevadas tasas de falla terapéutica y el limitado espectro de drogas 
antifúngicas, hacen necesario contar con sistemas que permitan evaluar la sensibilidad 
de los agentes etiológicos a los distintos fármacos disponibles en el mercado 
principalmente con la finalidad de optimizar el tratamiento y el desenlace de dichas 
infecciones (Cuenca-Estrella et al. 2007, Perkhofer et al. 2010). Actualmente existen 
dos metodologías para la medición de la sensibilidad antifúngica tanto de hongos 
levaduriformes como filamentosos estandarizadas por el Clinical & Laboratory 
Standards Institute (CLSI) y el European Committee on Antimicrobial Susceptibility 
Testing (EUCAST) (CLSI 2008, Kahlmeter et al. 2006). Estos métodos se han basado 
en la amplia experiencia en estudios de sensibilidad a antibacterianos, siendo 
homólogos en cuanto a las técnicas empleadas. Los resultados de los tests de 
sensibilidad antifungica se proporcionan en términos de concentración mínima 
inhibitoria (MIC) para los fármacos pertenecientes a las alilaminas, los azoles, 
pirimidinas y polienos, es decir, la dilución más baja de antifúngico que es capaz de 
inhibir en gran medida el crecimiento del hongo en estudio, y en el caso de los 
antifúngicos pertenecientes al grupo de las equinocandinas los resultados se expresan 
en términos de concentración mínima efectiva (MEC), es decir, la dilución más baja del 
antifúngico capaz de provocar alteraciones estructurales evidentes en el hongo en 
estudio. Sin embargo, pese a los altos niveles de estandarización y reproducibilidad de 
estas técnicas, la inexistencia de puntos de corte clínicos para hongos filamentosos 
distintos de Aspergillus spp. limita considerablemente su utilización para la predicción 
de la respuesta clínica frente a hongos de menor frecuencia. Esto, sumado al 
desconocimiento de los perfiles de sensibilidad antifúngica, condiciona en gran medida 
la toma de decisiones clínicas. Actualmente, la elección del tratamiento antifúngico 
depende fundamentalmente de la experiencia del médico tratante, por lo que puede 
que no sea realmente el tratamiento más eficaz para el control la infección. 
Los estudios de sensibilidad antifúngica son, a su vez, de vital importancia para 
la vigilancia de la aparición de resistencias y la detección de especies o cepas con 
resistencia intrínseca o adquirida (Perkhofer et al. 2010). 
 
1.5.1 Sensibilidad in vitro de Acrophialophora, Cladosporium, 
Microascus/Scopulariopsis y Trichoderma 
Pese al notable incremento de estudios de sensibilidad in vitro de hongos 
filamentosos de alta prevalencia como Aspergillus, Fusarium y mucorales, los datos de 
sensibilidad in vitro para especies pertenecientes a los géneros estudiados en este 
trabajo son muy escasos, y han sido obtenidos principalmente a partir de un limitado 
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número de casos clínicos. Muchos de estos casos son antiguos, previos al desarrollo 
de protocolos estandarizados para el estudio de sensibilidad antifúngica y a los 
recientes cambios en la taxonomía de estos géneros. Por lo tanto, sus resultados son 
muy difíciles de interpretar y comparar. 
En cuanto a las especies de Acrophialophora, los azoles, particularmente ITC, 
PSC y voriconazol (VRC) muestran una buena actividad in vitro (Al-Mohsen et al. 
2000, Guarro et al. 2007). La actividad de la AMB, en cambio, es muy variable (Al-
Mohsen et al. 2000), mientras que las equinocandinas prácticamente no presentan 
actividad inhibitoria (Guarro et al. 2007). 
Para las especies de Cladosporium, sólo se ha evaluado la actividad in vitro de 
los azoles, AMB y TRB frente a los complejos de especies C. cladosporioides y C. 
sphaerospermum, obteniéndose resultados muy variables (de Hoog et al. 2011), 
Mientras que la TRB y el VRC han demostrado una buena actividad frente a ambos 
grupos de especies (Kantarcioğlu & Yücel 2002, de Hoog et al. 2011), el ITC y el 
ketoconazol (KTC) demuestran una acción inhibitoria sólo frente a especies del 
complejo C. cladosporioides, en cambio la AMB sólo es activa frente a miembros del 
complejo C. sphaerospermum (Guarro et al. 1997, de Hoog et al. 2011). 
En el caso de los géneros Microascus, Scopulariopsis y otros géneros afines, la 
mayoría de datos sobre sensibilidad in vitro se refieren a S. brevicaulis, la especie más 
frecuentemente aislada en clínica. Del mismo modo que se ha observado en general 
para otros hongos patógenos pertenecientes a la familia Microascaceae (Gilgado et al. 
2006, Lackner et al. 2012), S. brevicaulis presenta una baja sensibilidad in vitro frente 
a todos los antifúngicos (Cuenca-Estrella et al. 2003, Carrillo-Muñóz et al. 2004, 2007). 
El género Trichoderma presenta una mayor disponibilidad de datos de 
sensibilidad in vitro. Las equinocandinas: AFG y CSP, y el azol VRC han mostrado de 
forma continuada una buena actividad inhibitoria (Alanio et al. 2008, Kantarcioğlu et al. 
2009, Kredics et al. 2011). Por el contrario, AMB, ITC, PSC y TRB se relacionan con 
una baja actividad o con resultados muy variables (Seguin et al. 1995, Tanis et al. 
1995, Munoz et al. 1997, Richter et al. 1999, Chouaqui et al. 2002, Kredics et al. 2011). 
 
1.5.2 Tratamiento de las infecciones causadas por Acrophialophora, 
Cladosporium, Microascus/Scopulariopsis y Trichoderma 
En los últimos años se ha progresado en la creación de guías consensuadas 
para el diagnóstico y tratamiento de infecciones fúngicas establecidas por comités de 
expertos, como la Infectious Disease Society of America (IDSA) y la European Society 
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID), en las que se incluyen 
recomendaciones para el tratamiento antifúngico de aspergilosis, candidiasis, 
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cryptococosis, mucormicosis, fusariosis y micosis endémicas (Arendrup et al. 2014, 
Cornely et al. 2014), además de incluir en sus últimas ediciones comentarios sobre el 
tratamiento de infecciones causadas por un gran número de hongos de menor 
prevalencia como Acremonium, Paecilomyces, Purpureocillium o Scedosporium, entre 
otros hongos productores de micosis oportunistas (Chowdary et al. 2014, Tortorano et 
al. 2014). Sin embargo, para los géneros estudiados en este trabajo, así como para 
muchos otros géneros fúngicos que incluyen patógenos humanos de baja frecuencia, 
aún no existen esquemas de tratamiento estandarizado ni recomendaciones clínicas, 
principalmente debido a los escasos datos tanto tanto de estudios in vitro como in vivo. 
Además, los pocos datos disponibles parecen indicar que no existe una correlación 
entre los resultados de las pruebas de sensibilidad in vitro y el desenlace clínico. 
Las infecciones atribuidas a especies de Acrophialophora han mostrado una 
buena respuesta al tratamiento combinado con AMB e ITC en un caso de infección 
pulmonar con afectación del sistema nervioso central (Al-Mohsen et al. 2000), por otra 
parte, VRC ha mostrado resultados variables, siendo efectivo en un caso de infección 
pulmonar (Guarro et al. 2007), pero ineficaz en un caso de infección cerebral (Li et al. 
2013). 
Respecto a Cladosporium, se ha conseguido una buena respuesta con los 
azoles, principalmente ITC en infecciones superficiales (Romano et al. 1999, Gugnani 
et al. 2000, Vieira et al. 2001, Sosa et al. 2012, Ma et al. 2013), subcutáneas (Duquia 
et al. 2009, Sang et al. 2012) y profundas (Yano et al. 2003), mientras que VRC ha 
sido eficaz en un caso de infección cerebral (Lalueza et al. 2011). La AMB se ha 
asociado a una mala respuesta clínica en casos de infección cutánea (Vieira et al. 
2001) e intrabronquial (Yano et al. 2003). 
Los pocos casos clínicos sobre infecciones atribuidas a Microascus o 
Scopulariopsis muestran que VRC ha sido efectivo para el tratamiento de un absceso 
pulmonar (Petit et al. 2011) y la infección de una válvula cardíaca protésica (Jain et al. 
2011). Existe muy poca experiencia práctica sobre el uso de equinocandinas; la CFG 
resultó ineficaz en un caso de sinusitis invasora (Beltrame et al. 2009), así como el 
tratamiento combinado de AMB con MFG en un caso de infección invasora (Iwen et al. 
2012). 
La mayoría de las infecciones atribuidas a especies de Trichoderma con buena 
respuesta al tratamiento antifúngico ha sido con el uso de AMB y VRC como 
monoterapia, o AMB combinada con CFG ó ITC (Chouaqui et al. 2002, Kredics et al 
2011). Sin embargo, aproximadamente un tercio de los casos publicados muestran 
resultados desfavorables utilizando las mismas terapias antes mencionadas (Kredics 
et al. 2011). 
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Entre las enfermedades infecciosas, la infección fúngica ha adquirido una 
considerable relevancia en las últimas décadas, particularmente las micosis causadas 
por hongos oportunistas, un hecho debido fundamentalmente al aumento de la 
población inmunocomprometida pero también a la dificultad que presentan tanto su 
prevención como su manejo clínico. Los factores de riesgo en la población que 
determinan la adquisición de este tipo de infecciones son: edades extremas, 
enfermedades de base severas (diabetes, enfermedad granulomatosa crónica, 
neoplasias, estadios tardíos del síndrome de inmunodeficiencia humana (VIH), entre 
otras), así como factores ligados al progreso de la medicina con un aumento de 
pacientes bajo terapia esteroidal o quimioterapia intensa y prolongada, o trasplantados 
de células madres u órganos sólidos bajo inmunosupresión. Muchos hongos 
tradicionalmente considerados saprobios o contaminantes ambientales son aislados 
cada vez con mayor frecuencia a partir de muestras clínicas siendo relacionados con 
altas tasas de letalidad. 
En esta tesis se evalúan aspectos taxonómicos, morfológicos y fisiológicos de los 
géneros Acrophialophora, Cladosporium, Microascus, Scopulariopsis y Trichoderma, los 
cuales incluyen especies de amplia distribución mundial y de importancia clínica 
creciente, siendo además relevantes en el ámbito de la fitopatología y biotecnología. 
Estos géneros representan un serio reto para el diagnóstico microbiológico por medio de 
métodos clásicos, debido en parte a la gran similitud morfológica entre sus especies, a 
los escasos estudios previos existentes y a su compleja taxonomía. 
Los géneros Cladosporium y Trichoderma incluyen numerosas especies con 
caracteres macro y microscópicos muy homogéneos y, por lo tanto, muy difíciles de 
identificar aplicando solamente criterios morfológicos. Recientes y detalladas revisiones 
taxonómicas basadas en la filogenia molecular han contribuido a la correcta delimitación 
de estos géneros, así como de las múltiples especies que los integran (Druzhinina & 
Kubicek 2005, Crous et al. 2007b, Bensch et al. 2012, Jacklitsch & Volglmayr 2013). 
Como resultado, muchas especies descritas previamente a partir de su morfología han 
sido transferidas a otros géneros, mientras que otras muchas han sido descritas como 
nuevas especies para la ciencia. Sin embargo, estos estudios se han centrado 
fundamentalmente en aspectos ecológicos, fitopatológicos o biotecnológicos, mientras 
que la diversidad e incidencia de las especies asociadas a patologías humanas o 
animales todavía no se ha reevaluado de acuerdo a los criterios modernos de 
identificación. 
Tanto Microascus como Scopulariopsis son géneros con una reconocida 
importancia clínica. Sin embargo, las últimas revisiones taxonómicas de estos hongos 
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Interés y objetivos 
 
datan como mínimo de dos décadas atrás (Barron et al. 1961, Morton & Smith 1963, von 
Arx et al. 1988) y, desde entonces, se han descrito un gran número de nuevas especies. 
Los pocos estudios moleculares realizados hasta el momento parecen indicar que estos 
géneros no representan grupos monofiléticos (Issakainen et al. 2003, Lackner et al. 
2014), pero para demostrar este hecho hay que realizar un exhaustivo estudio de las 
relaciones filogenéticas del mayor número posible de especies pertenecientes a 
Microascus, Scopulariopsis y a otros géneros incluidos en Microascaceae, como 
Cephalotrichum, Doratomyces, Kernia, Trichurus, Wardomyces, Wardomycopsis, entre 
otros. 
 Por el contrario, las especies de Acrophialophora se aíslan raramente en clínica y 
quizás por este motivo se trata de un género que ha despertado poco interés en este 
ámbito. Sin embargo, algunas de sus especies parecen tener un elevado potencial 
patogénico como atestiguan los escasos casos clínicos publicados. Son hongos difíciles 
de identificar debido a que las diferencias morfológicas entre ellos son poco evidentes y 
muy variables según las condiciones de cultivo empleadas para su estudio. De hecho, 
existen escasos estudios taxonómicos sobre el género (Samson & Mahmood 1970, Al-
Mohsen et al. 2000) y nunca se ha realizado una revisión taxonómica basada en 
resultados de secuenciación de ADN. 
Además de la problemática taxonómica, tanto el rol patogénico de ciertas 
especies como la epidemiología de los géneros aquí estudiados son aún desconocidos. 
Las terapias de elección para el tratamiento de las infecciones producidas por estos 
hongos son inexistentes, principalmente debido a los escasos casos clínicos publicados 
y la consiguiente dificultad en la recopilación de datos. 
Por todo lo expuesto, el objetivo general de esta tesis es estudiar morfológica 
y molecularmente los géneros Acrophialophora, Cladosporium, Microascus, 
Scopulariopsis y Trichoderma para clarificar su taxonomía y filogenia, 
proporcionando criterios objetivos para el diagnóstico de sus especies, además 
de establecer los patrones de sensibilidad antifúngica in vitro de las especies de 
interés clínico. 
Para su consecución, se van a desarrollar los siguientes objetivos específicos: 
1. Identificar mediante técnicas tradicionales y moleculares aislados clínicos de los 
géneros Acrophialophora, Cladosporium, Microascus, Scopulariopsis y Trichoderma con 
el fin de establecer la diversidad de especies asociadas a muestras clínicas, tanto 
humanas como de animales. 
2. Establecer las relaciones filogenéticas entre las especies de los géneros arriba 
mencionados mediante análisis multilocus de secuencias. 
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3. Describir, si procede, las nuevas especies detectadas mediante el estudio polifásico. 
4. Determinar los perfiles de sensibilidad antifúngica in vitro de las especies de 
relevancia clínica de cada uno de los géneros estudiados. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
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3.1 Origen de los aislados 
En los distintos estudios que conforman esta tesis se incluyeron un total de 394 
aislados, de los cuales 300 fueron obtenidos de especímenes clínicos (274 de origen 
humano y 26 de origen animal) (Anexo, Tabla 1) y 15 de origen ambiental (Anexo, 
Tabla 2). También se incluyeron 79 cepas tipo o de referencia (Anexo, Tabla 3) 
obtenidas de diferentes colecciones de cultivos internacionales y que se emplearon para 
comparar con los aislados arriba indicados. Los aislados clínicos fueron facilitados 
principalmente por el Fungus Testing Laboratory, University of Texas Health Science 
Center (UTHSC, San Antonio, USA), y en menor medida por el Laboratoire de 
Parasitologie-Mycologie, (Institut de Biologie, CHU Nantes, Francia), el Institut Pasteur 
(Centre National de Réfeìrence Mycoses Invasives et Antifongiques, Paris, Francia), así 
como por hospitales y laboratorios de España (Hospital 12 de Octubre, Madrid; Hospital 
Joan XXIII, Tarragona y Laboratorio Taoro, Tenerife). Las cepas tipo y de referencia se 
obtuvieron de las siguientes colecciones: Agro-Industrial Fungi and Yeasts Collection 
(BCCM/MUCL, Bruselas, Bélgica), CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre (CBS-KNAW, 
Utrecht, Holanda), Mycothèque de l’Université Catholique de Louvain (MUCL, Louvain-
la-Neuve, Bélgica) y University of Alberta Microfungus Collection and Herbarium (UAMH, 
Edmonton, Canadá). 
 
3.2 Identificación de los aislados 
Todos los aislados se identificaron a partir de sus caracteres morfológicos, tanto 
macro como microscópicos, su habilidad para crecer y esporular a diferentes 
temperaturas y un exhaustivo análisis de secuencias del operón ribosómico y de otros 
genes según el grupo de hongos que se tratara. 
 
3.2.1 Estudios morfológicos 
Para la determinación de las características morfológicas se utilizaron 
combinaciones de diferentes medios de cultivo, dependiendo del hongo en estudio y de 
las recomendaciones de estudios previos, los cuales se detallan en la sección de 
Resultados. Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes: agar bajo en 
nutrientes (SNA; 1 g KH2PO4, 1 g KNO3, 0,5 g MgSO4 x 7H2O, 0,5 g KCl, 0,2 g de 
dextrosa, 0,2 g de sacarosa, agua destilada 1000 mL), agar extracto de malta (MEA; 30 
g de extracto de malta, 5 g de peptona, 15 g de agar, agua destilada 1000 mL), agar 
harina de avena (OA; 30 g de semillas de avena filtradas tras ebullición durante una 
hora, 20 g de agar, completar con agua destilada hasta volumen final de 1000 mL), agar 
harina de maíz dextrosa (CMD; 50 g de harina de maíz; 20 g de dextrosa, 15 g de agar; 
agua destilada 1000 mL), agar patata zanahoria (PCA: 20 g de patata, 20 g de 
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zanahorias, 20 g de agar, completar a 1000 mL con agua destilada) y agar patata 
dextrosa (PDA; Pronadisa, España). En términos generales, los cultivos fueron 
incubados a 25°C en la oscuridad, y examinados a los 3, 7, 14, 21 y 28 días registrando 
su diámetro, color de la colonia siguiendo la nomenclatura establecida en Kornerup & 
Wanscher (1978), textura, topología, reverso y cualquier otra característica importante 
como la presencia de pigmentos difusibles y/o exudados. El estudio de las estructuras 
microscópicas (tamaño, color y ornamentación del micelio vegetativo, conidióforos, 
células conidiógenas, conidios y estructuras de reproducción sexual) se realizó 
mediante la observación de preparaciones semipermanentes utilizando diversos líquidos 
de montaje: ácido láctico al 85%, lactofenol azul algodón (50 mg azul algodón en 100 
mL de ácido láctico al 85%) o el medio de Shear’s (3 g de acetato de potasio, 150 mL de 
agua destilada, 60 mL de glicerina, 90 mL etanol 95 %) (Crous et al. 2009a), o mediante 
preparaciones permanentes montadas en alcohol-polivinilo (Sigma, USA). Las 
preparaciones microscópicas se realizaron a mano alzada cogiendo un fragmento de la 
colonia con ayuda de una aguja estéril, realizando un squash para la mejor observación 
de las estructuras de reproducción sexual, o mediante la técnica del microcultivo 
descrita por Riddell (Crous et al. 2009a). Para el examen microscópico y las mediciones 
de las estructuras se utilizó un microscopio de campo claro Olympus CH-2 (Olympus 
Corporation, Japón). Las microfotografías se obtuvieron con un microscopio motorizado 
Zeiss Axio-Imager M1 (Zeiss, Alemania), provisto de una cámara digital DeltaPix Infinity 
X21, utilizando óptica de contraste de fases y óptica Nomarki de contraste por 
interferencia diferencial, captando y procesando las imágenes mediante el software 
DeltaPix InSight 5.0 (DeltaPix, Dinamarca). 
 
3.2.2 Determinación de los rangos de temperaturas de crecimiento 
Para determinar la capacidad de los aislados en estudio de crecer a diferentes 
temperaturas de incubación y el efecto de estas sobre la tasa de crecimiento y 
esporulación de las mismas, se utilizaron placas de Petri de 9 cm con agar PDA, y una 
vez inoculados se incubaban a diferentes temperaturas en un rango de 5 a 45°C, a 
intervalos de 5°C además de 37°C. Las placas se examinaban generalmente a 
intervalos de 7 días hasta los 28 días, registrándose el diámetro de las colonias y la 
presencia/ausencia de esporulación con ayuda de un microscopio estereoscópico 
SD2AL (Kyowa Optical, Japón). Finalmente se consideró como la temperatura óptima, 
aquella en la que se obtenía una mayor tasa de crecimiento y de esporulación. 
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3.2.3 Estudios moleculares 
Tal y como se ha expuesto en la introducción, muchos de los taxones 
estudiados en la presente tesis presentan características morfológicas muy similares, 
por ello es imprescindible para realizar una correcta identificación de los mismos y 
establecer las relaciones filogenéticas entre ellos, su caracterización a nivel molecular, 
mediante la amplificación y secuenciación de diversos marcadores genéticos; dichas 
secuencias  fueron comparadas con las existente del material tipo y las de cepas de 
referencia disponibles en las bases de datos públicas o generadas en este trabajo. 
 
3.2.3.1 Extracción del material genético 
Para la obtención del ADN genómico total, se realizaron cultivos en placas de 
PDA o en agar sacarosa extracto de levadura (YES: 20 g de extracto de levadura, 150 
g de sacarosa, 20 g de agar, agua destilada, 1000 mL), este último se usó 
principalmente para los hongos dematiáceos con la finalidad de reducir el efecto 
inhibidor de la melanina sobre la Taq-polimerasa de la PCR. Transcurridos 3-7 días de 
incubación, se realizaba la remoción del micelio aéreo y estructuras de fructificación 
mediante raspado utilizando un bisturí estéril. El ADN fúngico se extrajo mediante los 
kits comerciales PrepMan Ultra sample preparation reagent (Applied Biosystems, USA) 
ó el  FastDNA® kit (MP Biomedicals, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
El ADN obtenido se cuantificó mediante el uso de los sistemas GeneQuant pro 
(Amersham Pharmacia Biotech, UK) ó el NanoDrop 3000 (ThermoScientific, USA). 
 
3.2.3.2 Amplificación y secuenciación 
Mediante PCR se amplificaron diversos loci génicos, dependiendo del grupo 
fúngico a tratar, los cuales se detallan para cada estudio en las secciones Resultados 
y Anexos, Tabla 4. 
La reacción de amplificación se realizó en un volumen total de 40 μL y sus 
componentes eran: 20 mM buffer Tris-HCL (pH 8,4), 50 mM KCl (10X PCR reaction 
buffer; Invitrogen, UK); 1,5 mM MgCl2 (Invitrogen, UK), 125 μM desoxinucleótidos 
trifosfato (GeneAmp® dNTP mix with dTTP, Applied Biosystems, USA), 5% 
dimetilsulfóxido (DMSO; Panreac Química S.L.U, España), 1,2 μM de cada cebador y 
1,25 U de Taq ADN Polimerasa (Invitrogen, UK). El programa de amplificación 
utilizado para todos los genes consistió en una desnaturalización inicial a 94°C durante 
5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 95°C durante 30 segundos, 
hibridación desde 1 minuto a 1 minuto y 30 segundos (el tiempo y la temperatura 
dependían de los cebadores utilizados, según se detalla en Anexos, Tabla 4), 
extensión a 72°C por 1 minuto y una extensión final a 72°C por 7 min. Para ello se 
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utilizaron los termocicladores 2720 thermal cycler (Applied Biosystems, USA) y 
Biometra TProfessional Basic Gradient Thermocycler (AnalyticJena, Alemania). 
Para corroborar la efectividad de la amplificación, los productos se sometieron 
a electroforesis en geles de agarosa al 1,5 ó 2%. 
Los productos de la PCR se enviaron para su purificación y secuenciación a 
Macrogen Corp. Europe (Ámsterdam, Holanda) utilizando los mismos pares de 
cebadores empleados para su amplificación. 
 
3.2.3.3 Ensamblaje de secuencias 
Las secuencias obtenidas con los cebadores (forward, reverse y cebadores 
internos cuando correspondía) se revisaron visualmente para determinar su calidad y 
se ensamblaron para la obtención de las secuencias consenso utilizando el programa 
SeqMan, versión 7.0.0 (DNASTAR Lasergene, USA). Todas las secuencias generadas 
en este estudio fueron depositadas en las bases de datos GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) o European Nucleotide Archive 
(http://www.ebi.ac.uk/ena) 
 
3.2.3.4 Búsquedas de identidad de secuencias nucleotídicas 
La identificación preliminar de los aislados se realizó mediante la determinación 
del grado de similitud genética con secuencias disponibles en bases de datos públicas, 
concretamente la del CBS (http://www.cbs.knaw.nl), GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), Mycobank (http://www.mycobank.org) y NITE 
(http://www.nbrc.nite.go.jp). En general, aquellas secuencias con una similitud ≥98% y 
una cobertura ≥99% se consideraron como un resultado altamente fiable, pero no 
definitivo, de una identificación correcta; siendo necesaria la confirmación de dicha 
identificación mediante estudios fenotípicos y/o filogenéticos. En el caso de obtener 
resultados porcentualmente inferiores a los mencionados, se consideró como una 
identificación parcial a nivel de género, familia u orden, según correspondiera. A 
efectos de interpretación de resultados y eliminación de resultados ambiguos, sólo se 
consideraron como válidos aquellos que incluían secuencias provenientes de material 
tipo y/o cuya identificación había sido realizada por algún especialista de aquel grupo 
fúngico. 
 
3.2.3.5 Obtención de secuencias de referencia 
Se descargaron y utilizaron en los análisis filogenéticos un total de 523 
secuencias desde las bases de datos públicas antes mencionadas. La selección de 
estas secuencias se basó fundamentalmente en los resultados de búsquedas de 
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similitud, la disponibilidad de secuencias para cada gen y taxón (incluyendo cepas tipo 
y de referencia) y la calidad de estas, la cual fue evaluada tomando en consideración 
la longitud de las secuencias y la presencia o ausencia de indeterminaciones en las 
mismas. 
 
3.2.3.6 Alineamiento de múltiples secuencias 
Las secuencias de los distintos genes amplificados para cada estudio se 
alinearon individualmente, incluyendo las secuencias descargadas desde bases de 
datos públicas, utilizando el algoritmo ClustalW (Thompson et al. 1994) incorporado en 
la plataforma MEGA versión 5.05 (Tamura et al. 2011) o versión 6 (Tamura et al. 
2013). Los alineamientos se revisaron y ajustaron manualmente o utilizando el 
algoritmo MUSCLE (Edgar 2004) implementado en las dos versiones del MEGA. En 
caso de ser necesario, los alineamientos fueron analizados mediante el software 
Gblocks versión 0.91b (Castresana 2000), para la búsqueda y eliminación de regiones 
ambiguas. 
 
3.2.3.7 Concatenado de los alineamientos 
Con el objetivo de obtener una mayor resolución de los resultados de los 
análisis filogenéticos, cada estudio incluido en esta tesis se realizó utilizando una o 
más combinaciones de los genes seleccionados, dependiendo de la capacidad 
resolutiva de cada uno de ellos, la disponibilidad de secuencias y la concordancia 
entre las topologías de los árboles obtenidos tras el análisis filogenético de cada gen. 
Para la evaluación de la congruencia filogenética entre los diferentes loci se 
emplearon dos técnicas: el test de homogeneidad de particiones (Partition-homogeinity 
test) llevado a cabo usando el software PAUP* versión 4.0b10 (Sinauer, USA) 
(Swofford 2000), y/o comparando visualmente la posición y monofilia de los clados 
terminales con soporte estadístico significativo en las filogenias obtenidas para cada 
gen y en la observada en la combinación de los mismos (Wiens 1998). 
 
3.2.3.8 Análisis filogenéticos 
Las reconstrucciones filogenéticas para cada gen y las combinaciones de los 
diversos genes se llevaron a cabo utilizando diferentes sistemas de inferencia 
filogenética: Neighbor-Joining (NJ), Máxima Verosimilitud (ML) y análisis Bayesiano 
(BI). 
Los análisis de NJ y ML se llevaron a cabo utilizando el software MEGA en sus 
versiones 5.05 ó 6. Tanto para ML como NJ, los gaps presentes en los alineamientos 
se trataron como deleciones parciales y la robustez de las ramas se determinó 
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mediante el método de bootstrap, utilizando 1000 iteraciones. Un valor de bootstrap 
≥70% se consideró como estadísticamente significativo. 
Los análisis con BI se llevaron a cabo utilizando el software MrBayes versión 
3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist 2001). Para esto, y dependiendo del estudio, se 
realizaron simulaciones de entre 3.000.000 a 10.000.000 generaciones, en dos series 
paralelas, almacenando los árboles resultantes cada 100 ó 1000 generaciones. El 
análisis se detenía al obtenerse la convergencia de valores estadísticos para ambas 
series (varianza < 0,01). Se eliminaron el 25% de los primeros árboles obtenidos 
(burnin) para posteriormente calcular el árbol consenso final (50%). 
Para la selección del modelo de sustitución nucleotídica más apropiado para 
cada gen se utilizó la herramienta Find Best DNA/Protein Model incluida en MEGA o, 
en su defecto, utilizando el software MrModelTest versión 2.3 (Nylander 2004). 
 
3.3 Registro de novedades taxonómicas 
Todas las novedades taxonómicas propuestas (nuevas combinaciones, 
especies o géneros) en los diferentes estudios fueron depositadas en el MycoBank 
siguiendo las recomendaciones del nuevo código de nomenclatura (Crous et al. 2004, 
McNeill et al. 2012). 
 
3.4 Almacenamiento y conservación de los aislados 
Una vez confirmada la pureza del cultivo, todos los aislados se depositaron en 
la colección de cultivos fúngicos de la Facultat de Medicina de Reus (FMR), y se 
conservaron utilizando cuatro metodologías diferentes con el fin de asegurar su 
supervivencia. 
 
3.4.1 Conservación de cultivos a corto plazo 
Los hongos fueron cultivados, por duplicado, en tubos de polietileno, 
herméticos y estériles, de agar inclinado (OA, PCA ó PDA). Una vez inoculado el 
hongo, dichos tubos se almacenaron a temperatura ambiente y fueron subcultivados a 
intervalos regulares para evitar la desecación. 
 
3.4.2 Conservación de cultivos a largo plazo 
3.4.2.1 Almacenamiento en agua: A partir de las colonias del hongo bien esporulado 
en placas de Petri con OA, PCA o PDA, se cortaron pequeños bloques de agar, de 
aproximadamente 1 cm2, con ayuda de un bisturí estéril. Seguidamente, dichos 
fragmentos se introdujeron en frascos de vidrio estériles conteniendo 2-3 mL de agua 
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destilada estéril y se guardaron en la oscuridad a temperatura ambiente 
(aproximadamente 25°C) 
 
3.4.2.2 Almacenamiento en aceite mineral: Para ello se usaron tubos de vidrio de 10 
cm de longitud con agar inclinado (OA, PCA o PDA), provistos de tapón con cierre 
hermético. Una vez inoculada la cepa y obtenida abundante esporulación, se cubrió el 
cultivo con aceite mineral estéril y se guardaron los tubos en la oscuridad a 
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). 
 
3.4.2.3 Liofilizados: Inicialmente, las cepas se cultivaron en placas de Petri con OA, 
PCA o PDA, y una vez crecidas las colonias y con abundante esporulación se 
rasparon con ayuda de un asa o bisturí estéril. La masa de elementos fúngicos 
obtenida se depositó en un tubo de plástico estéril conteniendo 3 mL de medio skim 
milk (Difco, USA) hasta obtener una suspensión concentrada. Ésta suspensión se 
homogenizó y distribuyó en fracciones de 1-1,5 mL en dos o tres frascos pequeños de 
vidrio estériles provistos de tapón de caucho hermético. Los frascos se liofilizaron 
mediante el sistema automatizado VirTis Advantage 2.0 ES (SP Scientific, USA), 
utilizando el siguiente protocolo. Congelación inicial a -45ºC seguido de generación de 
vacío a 200 mTorr, desecación por sublimación a -30ºC (240min), 
-10ºC (240min), 10ºC (300min) y 30ºC (300min). Una vez finalizado el proceso de 
liofilización, los frascos fueron cerrados herméticamente mediante tapón de caucho y 
sellados con un anillo de seguridad metálico. Para comprobar la viabilidad y ausencia 
de contaminación de las muestras, el producto liofilizado de uno o más viales 
seleccionados al azar se subcultivaron en un medio de cultivo apropiado, evaluándose 
tanto la viabilidad del hongo como la pureza del cultivo. 
 
3.4.2.4 Almacenamiento mediante herborización: Se empleó para todo el material 
correspondiente a las cepas tipo (holotipos, isotipos, neotipos) de las nuevas especies 
caracterizadas en esta tesis. Para esto, el hongo se cultivó por duplicado en el medio 
de cultivo más adecuado para su correcto desarrollo y esporulación. Una vez 
transcurrido el tiempo de incubación, se desecó el cultivo en una estufa a 45-50ºC y 
posteriormente cada cepa se almacenó en sobres de papel. El material tipo desecado 
de las nuevas especies descritas en esta tesis se depositó en el herbario de la 
colección del CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre, y una copia de este material 
(isotipo) se guardó en el herbario de la colección FMR de nuestra universidad. 
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3.5 Estudios de sensibilidad antifúngica. 
Se determinó el patrón de sensibilidad antifúngica para la mayoría de los 
aislados clínicos de las especies identificadas, siguiendo el protocolo descrito por el 
Clinical and Laboratory Standards Institute en el documento M38-A2 (CLSI 2008). 
Los aislados pertenecientes a especies de Microascus y Scopulariopsis fueron 
evaluados en el Fungus Testing Laboratory (UTHSC, San Antonio, USA), mientras que 
los aislados del resto de géneros de interés clínico estudiados fueron evaluados en la 
Unitat de Micologia de la Facultat de Medicina i Ciències de la Salut (URV, Reus, 
España). Los antifúngicos evaluados incluyeron representantes de los principales 
grupos antifúngicos de uso clínico: alilaminas (TRB), azoles (ITC, PSC y VRC), 
equinocandinas (AFG, CFG y MFG); pirimidinas fluoradas (5FC) y polienos (AMB). El 
rango de concentraciones ensayadas para cada antifúngico varió entre 0,016 a 16 
μg/mL. 
Para la preparación de los inóculos, las cepas estudiadas se sembraron en el 
medio de cultivo más apropiado e incubaron durante el tiempo necesario para 
conseguir abundante esporulación. Posteriormente se rasparon la superficie de las 
colonias con la ayuda de un asa o bisturí estéril, suspendiendo la masa fúngica 
obtenida en solución fisiológica estéril, la cual fue posteriormente filtrada mediante 
gasa o algodón estéril para eliminar los restos de micelio. Las suspensiones de 
conidios fueron cuantificadas mediante lectura en cámara de Neubauer, ajustadas a 
una concentración de 4x105 – 5x106 conidios/mL y luego diluidas 1/50 en medio de 
Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640, Gibco, UK). En una microplaca de 96 
pocillos, se inocularón 100 μL del inóculo 1/50 para cada dilución del antifúngico a 
ensayar. 
Las microplacas fueron incubadas en la oscuridad, sin agitación, durante 24 a 
72 horas a 35ºC a excepción de las cepas de Cladosporium, para las cuales la 
temperatura de incubación fue de 25ºC debido a los requerimientos fisiológicos de las 
especies de este género. 
La lectura de la sensibilidad a equinocandinas se realizó a las 24 ó 48 horas de 
incubación, mediante la determinación de la concentración mínima efectiva (MEC), 
definida como la mínima concentración de antifúngico en la cual se observa un 
crecimiento aberrante del hongo, caracterizado por la formación de masas compactas, 
formadas por elementos miceliares de extremos redondeados, en comparación con el 
crecimiento normal aterciopelado o algodonoso observable en el pocillo control. Para 
la lectura de la sensibilidad al resto de antifúngicos se determinó la concentración 
mínima inhibitoria (MIC) a las 48 y 72 horas de incubación. Se definió la MIC como la 
mínima concentración de antifúngico capaz de conseguir el 100% de inhibición del 
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Materiales y métodos 
 
crecimiento de hongo para AMB, ITC, PSC y VRC, el 80% de inhibición para TRB y el 
50% de inhibición en el caso de 5FC. Todas las pruebas se realizaron por duplicado y 
la lectura se llevó a cabo de forma visual, con ayuda de un espejo invertido. Para el 
control de calidad de las pruebas se utilizaron las cepas Aspergillus fumigatus ATCC 
MYA-3626 y Paecilomyces variotii ATCC MYA-3630. 
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4.2 Cladosporium species recovered from 
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4.3 Scopulariopsis, a poorly known opportunistic 
fungus: spectrum of species in clinical samples 
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4.5 Phylogeny of the clinically relevant species 
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En las últimas décadas se ha observado un incremento constante y considerable 
de las infecciones fúngicas ocasionadas tanto por patógenos primarios como por 
especies oportunistas. Esto se debe principalmente al aumento de la población de 
riesgo como consecuencia del progreso de la medicina moderna con el uso de técnicas 
de monitoreo invasivas y terapias agresivas para el tratamiento de enfermedades de 
base severas (Richardson & Warnock 2012). Aunque los principales responsables de 
infecciones fúngicas en pacientes inmunocomprometidos siguen siendo especies de 
Aspergillus, Candida, Cryptococcus, mucorales y Pneumocystis, un buen número de 
hongos saprobios ambientales, considerados inocuos para la salud, están siendo 
aislados cada vez con mayor frecuencia como agentes causales de este tipo de 
infecciones, siendo asociados a una alta letalidad. Sin embargo, se estima que un buen 
número de infecciones causadas por hongos oportunistas pasan inadvertidas 
(Richardson & Warnock 2012) o no son diagnosticadas debido principalmente a las 
dificultades que conlleva demostrar su papel en la etiología e identificar sus agentes 
causales. 
Acrophialophora, Cladosporium, Microascus, Scopulariopsis y Trichoderma son 
géneros de hongos patógenos oportunistas para el hombre de baja incidencia en clínica 
pero, a pesar de su rareza, algunas de sus especies son capaces de ocasionar 
infecciones realmente severas y con desenlace fatal (de Hoog et al. 2011). La mayoría 
de estos géneros contienen numerosas especies difíciles de distinguir debido a su gran 
parecido morfológico, lo que puede inducir fácilmente a una identificación errónea de 
sus aislados. Cabe destacar que nunca se ha llevado a cabo un extenso estudio de 
cada uno de los géneros mencionados con el objeto de averiguar el espectro real de 
especies que pueden estar asociadas a muestras clínicas. Por lo que para tal finalidad, 
en los trabajos incluidos en la presente memoria se han investigado numerosos aislados 
de origen clínico pertenecientes a dichos géneros mediante la combinación de datos 
moleculares, de análisis morfológicos, fisiológicos y estudios de sensibilidad antifúngica 
in vitro. Además, se han revisado las características morfológicas de las especies más 
relevantes en clínica, destacando las características diferenciales más importantes para 
facilitar su identificación en el laboratorio. 
 Acrophialophora es un género que se aísla principalmente de suelos y material 
vegetal en regiones con clima tropical y temperado (Samson & Mahmood 1970). A pesar 
de que inicialmente el género comprendía tres especies, el estudio de Al-Mohsen et al. 
(2000) concluyó que las diferencias morfológicas atribuidas a dichas especies eran 
meras variaciones morfológicas de la misma especie. Algunos autores no aceptaron 
dicha propuesta (Domsch et al. 2007, Liu 2011), pero durante más de una década A. 
fusispora fue considerada la única especie del género, siendo éste probablemente el 
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motivo por el que todos los casos clínicos publicados hasta la fecha de infecciones 
humanas por Acrophialophora fueron atribuidos exclusivamente a dicha especie (de 
Hoog et al. 2011, Li et al. 2013). Sin embargo, el estudio filogenético que hemos llevado 
a cabo con cepas de Acrophialophora, aisladas tanto de muestras clínicas como 
ambientales, demuestra que el género comprende tres especies: A. fusispora, A. levis y 
A. seudatica, siendo esta última la única representada por una sola cepa de origen 
ambiental. Las diferencias genéticas observadas entre estas especies se correlacionan 
con las diferencias morfológicas, principalmente referidas al tamaño, pigmentación y 
ornamentación de los conidios. Cabe destacar que de entre las cepas clínicas 
estudiadas, en contra de lo esperado, la especie identificada con mayor frecuencia ha 
sido A. levis (72,7%), seguida de A. fusispora con un porcentaje considerablemente 
menor (27,3%). 
La mayoría de casos clínicos asociados a Acrophialophora se refieren a 
infecciones pulmonares (Al-Mohsen et al. 2000, Guarro et al. 2007). En individuos con 
fibrosis quística, Acrophialophora a menudo se encuentra colonizando las vías 
respiratorias, siendo este hecho un factor indicador del posterior deterioro progresivo de 
la función respiratoria (González-Escalada et al. 2000, Cimon et al. 2005). También se 
han descrito casos de queratitis (Arthur et al. 2001, Guarro et al. 2007), y en menor 
medida afectando al sistema nervioso central (Al-Mohsen et al. 2000, Li et al. 2013), por 
ello se le ha atribuido un cierto potencial neurotrópico (Revankar & Sutton 2010, Liu 
2011). En nuestro estudio, la mayoría de los aislados clínicos procedían de muestras 
respiratorias, principalmente del tracto respiratorio inferior, obtenidas mediante lavado 
broncoalveolar, aunque la falta de datos clínicos nos impidió establecer el papel 
etiológico de los mismos. Considerando los antecedentes, creemos que el aislamiento 
de Acrophialophora de muestras clínicas debe de ser interpretado con cautela y, de 
entrada, no debería ser tratado como un mero contaminante de laboratorio. El género 
Acrophialophora ha sido continuamente destacado como patógeno en la literatura 
médica, llegando a afectar incluso a individuos inmunocompetentes y generalmente con 
un desenlace fatal (Cimon et al. 2005, Liu 2011). 
 Nuestros resultados de sensibilidad in vitro concuerdan con los pocos datos 
publicados (Al-Mohsen et al. 2000, Arthur et al. 2001, Guarro et al. 2007, Li et al. 2013). 
Sólo los azoles mostraron una buena actividad inhibitoria in vitro, especialmente el VRC. 
Sin embargo, pese a su aparente efectividad, los resultados clínicos obtenidos con los 
azoles son muy variables. El ITC fue eficaz en combinación con AMB en un caso de 
infección pulmonar con afectación del sistema nervioso central (Al-Mohsen et al. 2000), 
pero la misma combinación no fue efectiva en una infección pulmonar sistémica (Guarro 
et al. 2007); el tratamiento con VRC fue exitoso en un caso de infección corneal (Guarro 
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et al. 2007), aunque este mismo antifúngico no fue efectivo para el tratamiento de una 
infección cerebral (Li et al. 2013). Sin embargo, VRC es el antifúngico recomendado 
para el tratamiento de infecciones por Acrophialophora (Guarro et al. 2007), lo cual es 
apoyado no sólo por los resultados in vitro obtenidos en nuestro estudio, sino también 
por su farmacocinética ya que VRC es capaz de traspasar la barrera hemato-encefálica 
alcanzando concentraciones fungicidas en el sistema nervioso central, un hecho a tener 
en cuenta dado el potencial neurotrópico atribuido al género (Schwartz & Thiel 2003, 
Revankar & Sutton 2010, Liu 2011). 
Resulta interesante destacar que los aislados pertenecientes a A. levis mostraron 
una gran homogeneidad genética, en cambio los del clado de A. fusispora presentaron 
una estructura filogenética muy diversa, con muchas ramas internas, lo que sugiere que 
podría tratarse de un complejo de especies. Sin embargo, preferimos mantener este 
clado como A. fusispora debido a la baja variabilidad genética entre los aislados a pesar 
de utilizar tres marcadores filogenéticos (<0.8% en el análisis combinado con LSU, ITS y 
Tub) y a la inexistencia de características morfológicas diferenciales entre ellos. Zhang 
et al. (2015) han obtenido resultados similares al estudiar la filogenia y taxonomía de los 
géneros Acrophialophora y Taifanglania Z.Q. Liang, Y.F. Han, H.L. Chu & R.T.V. Fox, 
mediante el uso combinado de secuencias de las regiones ITS, SSU y Tub. En dicho 
trabajo, Taifanglania se considera un género sinónimo de Acrophialophora, por lo que 
dichos autores propusieron seis nuevas combinaciones y tres nuevas especies de 
Acrophialophora de origen ambiental, A. acuticonidiata Y. Zhang & L. Cai, A. 
angustiphialis Y. Zhang & L. Cai y A. ellipsoidea Y. Zhang & L. Cai. El análisis 
filogenético demostró además que dos de las especies recientemente transferidas a 
Acrophialophora, A. curticatenata (Z.Q. Liang & Y.F. Han) Y. Zhang & L. Cai y A. 
biformis (Z.Q. Liang, H.L. Chu & Y.F. Han) Y. Zhang & L. Cai, forman junto con las 
cepas tipo de A. fusispora y A. nainiana una estructura filogenética similar a la 
observada en nuestros resultados referida al clado de A. fusispora. Sin embargo, Zhang 
y colaboradores consideraron a estos taxones como especies diferentes, sin discutir su 
similitud morfológica o genética. Lamentablemente, las secuencias empleadas en el 
estudio de Zhang et al. (2015) aún no están disponibles para ser contrastadas con 
nuestros resultados. No obstante, en dicho estudio se confirma que A. levis y A. 
fusispora son especies diferentes y que el género forma parte de la familia 
Chaetomiaceae (Sordariales, Sordariomycetes). 
El género Cladosporium ha sido extensamente estudiado y recientemente 
revisado por diversos autores, tanto a nivel fenotípico como molecular (Crous et al. 
2007b, Schubert et al. 2007b, Zalar et al. 2007, Bensch et al. 2010, Bensch et al. 2012). 
Dichos estudios han contribuido a clarificar la taxonomía del género, así como 
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comprender mejor la biología y patogenicidad de sus especies, sin embargo dichos 
estudios se centran principalmente en especies fitopatógenas. Hasta la fecha, no existía 
ningún estudio sobre la diversidad de especies de Cladosporium con cepas 
exclusivamente de origen clínico. La identificación de las especies de Cladosporium 
mediante técnicas tradicionales siempre ha resultado ser muy problemática debido a la 
dificultad que conlleva la interpretación de los caracteres morfológicos para distinguir las 
numerosas especies que integran el género. Como cabía esperar, la utilización de 
técnicas moleculares, y en concreto el análisis de secuencias ITS y de los genes Tef1 y 
Act han resultado ser de gran utilidad para el diagnóstico diferencial de especies (Crous 
et al. 2007b, Schubert et al. 2007b, Zalar et al. 2007, Bensch et al. 2012). Siguiendo la 
estrategia molecular propuesta en los trabajos antes mencionados, nuestro estudio ha 
puesto de manifiesto la gran diversidad de especies de Cladosporium presentes en 
muestras clínicas. Las especies identificadas con mayor frecuencia han sido C. 
halotolerans (14,8%), C. tenuissimum (10,2%) y C. subuliforme (5,7%), y con mucha 
menos frecuencia C. allicinum, C. asperulatum, C. funiculosum, C. flabelliforme, C. 
pseudocladosporioides y C. ramotenellum. Todas ellas, excepto C. halotolerans, han 
sido identificadas por primera vez a partir de muestras clínicas humanas. Por el 
contrario, las especies históricamente consideradas de mayor interés en clínica, C. 
cladosporioides, C. herbarum y C. sphaerospermum, se encuentran entre las menos 
representadas (igual o menor a 3%), incluso C. oxysporum, descrita como patógeno 
oportunista en diversas ocasiones (de Hoog et al. 2011), no ha sido identificada en 
nuestro grupo de aislados. Sin embargo, lo más sorprendente del estudio ha sido el 
hallazgo de un elevado porcentaje de aislados (39,8%), agrupados en 17 clados, 
imposibles de identificar a nivel de especie pues no concuerdan, ni genética- ni 
morfológicamente, con ninguna de las especies actualmente aceptadas en el género. En 
este sentido, consideramos tentativamente a dichos clados como representantes de 17 
nuevas especies filogenéticas, cuya caracterización morfológica requiere aún de 
estudios posteriores. No menos interesante, ha sido la identificación, por primera vez en 
muestras clínicas, de especies pertenecientes a los géneros Penidiella y 
Toxicocladosporium. Ambos géneros, pertenecientes también al orden Capnodiales, 
incluyen especies saprobias previamente clasificadas en Cladosporium y recientemente 
segregadas en base a estudios de filogenia molecular (Crous et al. 2007a, 2007b). De 
entre los aislados clínicos estudiados, dos se han identificado como T. irritans, mientras 
otros dos corresponden a probables nuevas especies para Penidiella y 
Toxicocladosporium. La gran diversidad de especies observada entre los aislados 
clínicos y el elevado número de potenciales nuevos taxones parece indicar que la 
taxonomía de Cladosporium requiere de numerosos estudios que nos permitirán 
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profundizar en el conocimiento de la biología, epidemiología o patogenicidad de sus 
especies. 
Los estudios sobre la sensibilidad antifúngica in vitro de especies de 
Cladosporium son prácticamente inexistentes. La mayoría de datos derivan de casos 
clínicos, y estos han sido obtenidos mediante métodos no estandarizados debido a su 
antigüedad. Nuestros resultados muestran MICs/MECs relativamente bajas para los 
azoles y la TRB, resultados que coinciden con los obtenidos en estudios previos 
(Romano et al. 1999, Vieira et al. 2001, Kantarcioğlu & Yücel 2002, Duquia et al. 2010, 
Sosa et al. 2012, Sang et al. 2012, Ma et al. 2013). Sin embargo, para AMB se han 
obtenido rangos muy variables, a excepción de las especies pertenecientes al complejo 
C. herbarum que mostraron valores significativamente menores frente a este antifúngico. 
Esto contrasta con los datos clínicos disponibles, en los cuales la AMB ha sido ineficaz 
para el tratamiento de infecciones por C. cladosporioides (Vieira et al. 2001) y C. 
sphaerospermum (Yano et al. 2003). Es notable destacar que, a pesar de que no 
existen datos sobre la utilización de equinocandinas in vivo frente a Cladosporium y que 
la mayoría de los hongos dematiáceos presentan resistencia a dicho grupo de 
antifúngicos (Odabasi et al. 2004), tanto la AFG como la MFG demostraron una potente 
actividad in vitro frente a las cepas de Cladosporium. Si bien en Cladosporium las 
estructuras reproductivas son, por lo general, muy melanizadas, el micelio vegetativo 
tiende a permanecer hialino o subhialino, pudiendo explicar la buena actividad in vitro 
observada para las equinocandinas. 
En cuanto a los géneros Microascus y Scopulariopsis, hasta la fecha no existía 
ninguna revisión taxonómica basada en filogenia molecular, a pesar de ser géneros de 
la familia Microascacae muy conocidos pero de menor relevancia en clínica comparado 
con otros miembros de la familia como son Lomentospora Hennebert & Desai y 
Scedosporium (de Hoog et al. 2011, Lackner et al. 2014). En nuestro primer estudio se 
investigó la diversidad de especies de Microascus y Scopulariopsis en un grupo de 99 
cepas obtenidas de especímenes clínicos humanos y animales, mediante un análisis 
polifásico que incluyó una filogenia basada en secuencias de DNA de dos loci (las 
regiones D1/D2 del gen LSU y un fragmento del gen Tef1) combinado con un análisis 
morfológico y fisiológico. Nuestros resultados coincidieron con los de otros autores 
(Miossec et al. 2011, Iwen et al. 2012) en que la especie más destacada en clínica es S. 
brevicaulis. Sin embargo, se puso de manifiesto que S. gracilis Samson es la segunda 
especie aislada con más frecuencia. Hasta antes de nuestro estudio, S. gracilis era 
conocida solamente como una especie saprobia ambiental (Inagaki 1962, Samson & 
von Klopotek 1972). Muchas de las cepas investigadas de S. gracilis desarrollaron el 
teleomorfo con características morfológicas muy similares a las presentes en M. 
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cinereus y M. cirrosus, dos especies descritas como patógenos oportunistas para el 
hombre (Krisher et al. 1995, Marques et al. 1995, Célard et al. 1999, Baddley et al. 2000, 
de Hoog et al. 2011). La gran similitud morfológica entre estas especies puede ser el 
motivo por el que S. gracilis no haya sido identificada en casos clínicos previos, siendo 
probablemente confundida con alguna de las especies de Microascus o Scopulariopsis 
asociadas con anterioridad a infecciones humanas. Una evidencia de lo expuesto es el 
elevado número de aislados recibidos como M. cinereus, S. brumptii, S. chartarum, 
además de un aislado previamente publicado como M. cirrosus (Miossec et al. 2011), y 
reidentificados en nuestro estudio como S. gracilis. Por otra parte, otras especies 
previamente consideradas de relevancia clínica como M. trigonosporus y S. acremonium 
no fueron detectadas entre nuestros aislados. A pesar de que un buen número de cepas 
clínicas habían sido inicialmente identificadas morfológicamente como M. trigonosporus, 
el análisis filogenético demostró que constituían linajes filogenéticos independientes y 
genéticamente bien diferenciados del de la cepa tipo de M. trigonosporus. Del total de 
aislados clínicos investigados en este estudio inicial, 18 no pudieron ser identificados a 
nivel de especie, agrupados en nueve clados terminales que consideramos como 
potenciales nuevas especies para los géneros Microascus y Scopulariopsis. 
El estudio de sensibilidad antifúngica aplicado a dichas cepas demostró una 
elevada resistencia in vitro a la mayoría de antifúngicos disponibles para uso clínico. Los 
azoles, la AMB y la TRB mostraron rangos de MICs variables, aunque por lo general 
muy elevados. Por el contrario, las equinocandinas presentaron una buena actividad in 
vitro, principalmente la MFG seguida de CFG. Estos resultados concuerdan con estudios 
previos, basados principalmente en S. brevicaulis (Aguilar et al. 1999, Cuenca-Estrella 
et al. 2003, Carrillo-Muñoz et al. 2004, 2007). Nuestro estudio aportó nuevos datos 
sobre la sensibilidad de otras especies de importancia clínica tales como S. gracilis, M. 
cinereus y M. cirrosus. Recientemente, Skóra et al. (2015), utilizando un amplio panel de 
cepas obtenidas de colecciones internacionales, observaron resultados similares para 
otras especies de Microascus y Scopulariopsis, lo cual parece indicar que la resistencia 
antifúngica es un factor intrínseco muy importante a tener en cuenta frente a infecciones 
causadas por especies de ambos géneros. Ésta alta resistencia explicaría la baja o nula 
efectividad del tratamiento antifúngico observada en casos clínicos, comúnmente 
relacionados con fallo terapéutico y desenlaces fatales (Steinbach et al. 2004, Miossec 
et al. 2011). 
 Otra interesante observación derivada de este primer trabajo fue la gran distancia 
genética existente entre los diversos miembros de Microascus y Scopulariopsis, la cual 
concordaba con la obtenida en los escasos estudios moleculares previos sobre dichos 
hongos (Issakainen et al. 2003, Lackner et al. 2014). En estos estudios se sugería la 
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unificación de ambos géneros o bien su segregación en diferentes géneros. Por esta 
razón, con el fin de circunscribir la taxonomía de los géneros mencionados y caracterizar 
las potenciales nuevas especies detectadas, llevamos a cabo un segundo estudio 
basado en una filogenia más exhaustiva utilizando cuatro loci: LSU (regiones D1/D2), 
ITS, Tef1 y Tub. Esta vez incluimos todas las cepas tipo disponibles para las especies 
de los géneros antes mencionados y representantes de otros géneros de la familia 
Microascaceae. Los resultados obtenidos confirmaron que la delimitación genérica de 
Microascus y Scopulariopsis, tal y como se entendía hasta la fecha, era polifilética, y 
que los miembros de ambos géneros se distribuían en al menos siete linajes 
independientes, cada uno con características morfológicas diferenciales. En base a 
estos resultados, se circunscribieron Microascus y Scopulariopsis como géneros 
separados y diferentes al género Pithoascus, además de proponer a 
Pseudoscopulariopsis como un nuevo género para los Microascaceae. De acuerdo a 
esta nueva organización taxonómica, se propusieron diversas nuevas combinaciones, 
incluyendo dos especies de relevancia clínica: S. gracilis, ahora denominada Microascus 
gracilis, y S. brumptii sinonimizada con Scopulariopsis paisii (Pollacci) Nann. y ahora 
propuesta como Microascus paisii (Pollacci) Sandoval-Denis, Gené & Guarro. En esta 
nueva propuesta taxonómica, algunos miembros de otros géneros previamente 
considerados sinónimos de Microascus y/o Scopulariopsis, como Acaulium y Fairmania, 
formaban linajes independientes al resto de hongos estudiados. Por lo que en este 
segundo trabajo, éstos se consideraron sólo tentativamente como géneros diferentes, 
aunque pendientes de confirmar mediante un estudio filogenético más exhaustivo. 
Dentro de los Microascaceae existen diversos géneros con anamorfos similares a 
Scopulariopsis, entre ellos podemos citar a Cephalotrichum, Doratomyces, Kernia, 
Microascus, Pithoascus, Trichurus, Wardomyces y Wardomycopsis. La diferenciación de 
estos géneros basada exclusivamente en criterios morfológicos puede resultar muy 
compleja o ambigua y, a menudo, necesita de la observación conjunta del anamorfo y 
teleomorfo, y este último no siempre se desarrolla en cultivo. Por ello, el uso de 
herramientas moleculares constituye una mejora significativa para la identificación de las 
especies y géneros antes mencionados. Aún cuando la región ITS ha sido sugerida 
como el marcador universal para hongos (Schoch et al. 2012, Irinyi et al. 2015a, 2015b), 
nuestros resultados indican que presenta una baja resolución, por lo que el uso de 
regiones ribosómicas como ITS y LSU para la identificación de especies en Microascus 
y Scopulariopsis tiene una utilidad limitada. Por el contrario, los otros dos loci, Tef1 y 
Tub, demostraron una muy buena resolución, tanto para establecer la filogenia como 
para la identificación de las especies de este grupo de hongos. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
FILOGENIA Y SENSIBILIDAD ANTIFÚNGICA DE AISLADOS CLÍNICOS DE ACROPHIALOPHORA, CLADOSPORIUM, MICROASCUS, 
SCOPULARIOPSIS Y TRICHODERMA. 
Marcelo Patricio Sandoval Denis 
Dipòsit Legal: T 67-2016
 El género Trichoderma ha sido motivo de numerosos estudios con aislados 
procedentes de sustratos naturales para conocer mejor su biología, distribución 
geográfica o su aplicación como agente para el biocontrol de plagas en agricultura. Sin 
embargo, los estudios sobre diversidad de especies en muestras clínicas, así como 
datos sobre su sensibilidad antifúngica son muy escasos y la mayoría procede casi 
exclusivamente de los casos clínicos publicados. Hasta hace relativamente poco, las 
especies de Trichoderma se distribuían en quince grupos filogenéticos o clados, 
agrupados en cinco secciones (Longibrachiatum, Pachybasium, Trichoderma, 
Saturnisporum e Hypocreanum) determinadas según el grado de similitud morfológica y 
genética, además de algunas especies de posición incierta denominadas “linages 
solitarios” (Chaverri & Samuels 2002). En un estudio reciente, se introdujeron dos 
nuevos clados denominados Stipitatum y Phyllostachydis (Zhu & Zhuang 2015), en base 
a la estrategia molecular propuesta en anteriores estudios y detallada en la Subcomisión 
Internacional de Taxonomía de Trichoderma e Hypocrea (http://www.isth.info/). En 
nuestro caso, el análisis filogenético aplicado a las cepas clínicas de Trichoderma ha 
puesto de manifiesto que éstas se distribuyen en tan solo cinco clados, concretamente y 
por orden de relevancia: Longibrachiatum, Harzianum, Viride, Hamatum y Chlorospora. 
Diversos autores han demostrado la preponderancia en clínica de las especies 
pertenecientes al clado Longibrachiatum, siendo T. longibrachiatum, T. citrinoviride y T. 
orientale las más destacadas en clínica, no sólo por su alta frecuencia de aislamiento 
sino también por ser especies termotolerantes, uno de los factores de patogenicidad 
más importantes de los hongos oportunistas (Seyedmousavi et al. 2013). En nuestro 
estudio confirmamos esta distribución de especies clínicas, pero además detectamos un 
nuevo linaje integrado por cepas morfológicamente similares a T. longibrachiatum y a T. 
orientale, aisladas repetidamente de muestras humanas, tanto respiratorias como de 
tejidos profundos. Dicho linaje ha sido descrito por nuestro grupo como una nueva 
especie de Trichoderma denominada T. bissettii. De entre las especies identificadas, T. 
bissettii ocupa la tercera posición en cuanto a la frecuencia de aislamiento dentro del 
clado Longibrachiatum, y la cuarta respecto al género. Trichoderma asperelloides, T. 
asperellum, T. erinaceus, T. gamsii, T. koningiopsis y T. sinuosum son otras especies 
identificadas en nuestro trabajo, aisladas por primera vez de muestras clínicas humanas 
y animales. Sin embargo, serán precisos más estudios para determinar si realmente son 
hongos capaces de ocasionar infecciones en humanos. 
 La gran semejanza morfológica de las especies de Trichoderma contrasta con su 
elevada diversidad genética (Kuhls et al. 1999, Samuels 2006) dificultado su 
identificación mediante técnicas tradicionales. Un ejemplo claro de ello son dos de las 
especies más conocidas del género, T. longibrachiatum y T. orientale, las cuales 
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durante mucho tiempo fueron consideradas un mismo hongo, anamorfo y teleomorfo, 
respectivamente. Sólo diferencias morfológicas sutiles observadas por Kuhls et al. 
(1997) y Samuels et al. (1998) sugerían la posibilidad de que pudieran ser consideradas 
especies diferentes. Cabe destacar además, que dichas especies son indistinguibles a 
nivel de sus secuencias ITS. Sin embargo, Druzhunina et al. (2008) y de Respinis et al. 
(2010), mediante análisis multilocus del ITS, Tef1, calmodulina (cal) y chi18-5, y análisis 
proteómico basado en MALDI-TOF, respectivamente, demostraron que eran especies 
distintas. El análisis de la región ITS es de gran utilidad para distinguir clados, sin 
embargo posee una resolución muy limitada para discriminar entre especies de 
Trichoderma, siendo imposible identificarlas si se tratan de especies muy cercanas 
como T. orientale, T. longibrachiatum o la nueva especie T. bissettii. Por lo que para 
reconocer a dichas especies también se deben analizar otros genes estructurales como 
Act, chi18-5 y Tef1. De todos modos si bien éstos otorgan una mejor resolución a nivel 
de especies, no permiten por si solos una identificación fiable de todas las especies de 
Trichoderma de importancia clínica. Ante esto, para la identificación de cepas clínicas de 
Trichoderma recomendamos la utilización de al menos dos marcadores diferentes, 
contrastando los resultados con las extensas bases de datos de secuencias tipo 
disponibles en GenBank y la base de datos especializada TrichOKEY (www.isth.info) 
(Druzhinina et al. 2005). 
El clado Harzianum, incluye especies patógenas oportunistas y agentes de 
biocontrol, siendo la más conocida T. harzianum (Druzhinina et al. 2010, Chaverri et al. 
2015). Nuestro trabajo demostró, una vez más, la importancia clínica de las especies 
pertenecientes a este clado en base a su alta frecuencia de aislamiento a partir de 
muestras clínicas humanas y animales. Sin embargo, la topología obtenida indicó una 
interesante distribución filogenética de los aislados morfológicamente identificados como 
T. harzianum, los cuales se agrupaban formando al menos cinco linajes independientes. 
Una topología similar ya había sido observada por Druzhinina et al. (2010), quienes 
demostraron que los taxones H. lixii y T. harzianum, originalmente considerados 
respectivamente como teleomorfo y anamorfo de una misma entidad (Chaverri & 
Samuels 2002), no sólo eran especies diferentes sino que otros aislados 
morfológicamente indistinguibles de las especies mencionadas formaban linajes 
independientes. Sin embargo, hasta la fecha no se había realizado ninguna propuesta 
taxonómica formal de las especies contenidas en este complejo, por lo que en nuestro 
trabajo todos estos linajes se tratan como un complejo de especies denominado “H. 
lixii/T. harzianum complex”. Recientemente, mediante el empleo de una filogenia 
molecular basada en los loci Act, Cal, ITS, RNA polimerasa subunidad II (RPB2) y Tef1, 
Chaverri et al. (2015) establecieron los límites entre los linajes que conforman este 
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complejo, demostrando la existencia de 14 especies y estableciendo diferencias 
morfológicas relevantes para su identificación. Sin embargo, dado que estos datos aún 
no están disponibles no ha sido posible realizar el estudio comparativo para determinar 
la identidad definitiva de nuestros aislados clínicos bajo esta nueva circunscripción. 
Los ensayos in vitro sobre sensibilidad antifúngica han demostrado una muy 
buena actividad de las equinocandinas frente a las especies de Trichoderma 
identificadas, particularmente de MFG y CFG, seguido de las alilaminas, representadas 
por la TRB. En cambio, los azoles y la AMB exhibieron una baja actividad inhibitoria. 
Estudio previos otorgan a estos últimos fármacos una actividad variable y sugieren la 
ausencia de una relación entre su actividad in vitro y el desenlace clínico (Piens et al. 
2004, de Miguel et al. 2005, Alanio et al. 2008, Lagrange-Xélot et al. 2008). En cambio, 
los pocos estudios existentes concuerdan con la buena actividad in vitro de las 
equinocandinas (Pfaller et al. 1998, Kahn et al. 2006, Hatvani et al. 2013). Aunque 
contrariamente a nuestros resultados, otorgan una mejor actividad a la AFG que a la 
CFG. Sin embargo, sólo CFG ha sido utilizado con éxito in vivo en combinación con 
VRC (Piens et al. 2004, de Miguel et al. 2005, Alanio et al. 2008). Por el contrario, no 
existen datos acerca de la utilización clínica de MFG, que demostró la mejor actividad en 
nuestro estudio, siendo activa sobre todas las especies identificadas en nuestro grupo 
de aislados. 
En general, para todos los géneros y especies estudiadas, no observamos 
ninguna correlación entre las especies identificadas y la localización anatómica de las 
muestras clínicas. La gran mayoría de aislados fueron obtenidos de muestras del tracto 
respiratorio, principalmente lavados broncoalveolares. Sin embargo, la falta de datos 
clínicos e histopatológicos, nos impidió establecer una relación de causalidad directa 
entre los aislados incluidos en los diversos trabajos y un cuadro infeccioso determinado. 
Sin embargo, el hecho de que muchas de las especies identificadas han sido aisladas 
reiteradamente de muestras clínicas diversas puede sugerir su implicación en distintos 
procesos infecciosos. Lo más evidente es que todos estos trabajos demuestran que la 
diversidad de especies en clínica es mucho mayor de lo que se creía anteriormente, 
cuando se identificaba únicamente a partir de criterios morfológicos. La lista a tener en 
cuenta de hongos potencialmente patógenos oportunistas para el hombre se ha 
incrementado considerablemente a partir del uso de técnicas moleculares para la 
identificación fúngica. De todos modos, es la aplicación combinada de diferentes 
criterios, principalmente morfología y análisis de secuencias, lo que nos va a permitir 
realizar una identificación fiable de las cepas fúngicas. Sólo así podremos avanzar en 
otros aspectos de los hongos patógenos emergentes, como conocer su epidemiología, 
respuesta a los antifúngicos in vivo, virulencia, etc. 
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 Otra constante presente en nuestros trabajos y que parece una característica 
común a todos los hongos oportunistas, es la obtención de una amplia distribución de 
valores de MICs y MECs, no pudiendo determinar patrones de sensibilidad antifúngica in 
vitro específicos para los géneros y especies estudiadas. Ante esto y dada la 
imposibilidad de predecir la respuesta a los antifúngicos a pesar de disponer de una 
correcta identificación de los aislados, es preciso enfatizar en la necesidad e importancia 
de realizar estudios de sensibilidad in vitro para cualquier aislado de origen clínico 
sospechoso de un proceso infeccioso. 
 Por último, cabe destacar que a pesar de haber delimitado géneros, identificado 
e incluso descrito numerosas especies a partir tanto de aislados clínicos como 
ambientales, todavía queda pendiente resolver la taxonomía de muchos otros, como por 
ejemplo la identificación de 37 aislados, distribuidos en 19 clados y probablemente 
correspondientes a nuevas especies para los géneros Cladosporium, Penidiella y 
Toxicocladosporium. Pero también queda pendiente determinar la posición taxonómica 
de las especies excluidas de los géneros Microascus (M. albonigrescens, M. 
caviariformis, M. giganteus, M. singularis), Pithoascus (P. platysporus) y Scopulariopsis 
(S. acremonium, S. carbonaria, S. canadensis, S. coprophila y S. parva), algunas de 
ellas relacionadas con otros géneros pobremente o nada estudiados a nivel molecular 
como son Cephalotrichum, Doratomyces, Trichurus, Wardomyces y Wardomycopsis. 
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 En el presente trabajo se han realizado diversos estudios polifásicos, que 
involucraron el análisis morfológico, fisiológico y molecular de secuencias de múltiples 
loci, con la finalidad de esclarecer la taxonomía y filogenia de importantes géneros de 
hongos patógenos oportunistas, tales como: Acrophialophora, Cladosporium, 
Microascus, Scopulariopsis y Trichoderma. Además, se ha determinado la diversidad de 
especies asociadas a clínica humana y animal de dichos géneros y se ha establecido el 
perfil de sensibilidad antifúngica de la mayoría de las especies. En base a todo ello 





1. El género Acrophialophora, tradicionalmente considerado monoespecífico, 
pertenece a la familia Chaetomiaceae del orden Sordariales (Sordariomycetidae) 
y realmente incluye tres especies: A. fusispora, A. levis y la nueva combinación 
A. seudatica. 
 
2. La especie con mayor prevalencia entre los aislados clínicos estudiados es A. 
levis, seguida de A. fusispora, siendo ambas especies sensibles únicamente a 





3. Las especies identificadas con mayor frecuencia entre los aislados clínicos 
estudiados son, por este orden: C. halotolerans, C. tenuissimum, C. subuliforme 
y C. pseudocladosporioides. 
 
4. Se han identificado por primera vez asociadas a muestras clínicas las siguientes 
especies de Cladosporium: C. asperulatum, C. funiculosum, C. flabelliforme, C. 
pseudocladosporioides, C. subuliforme y C. tenuissimum, además de algunas 
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5. Se han identificado un total de 19 especies filogenéticas nuevas para la ciencia, 
en concreto 17 en Cladosporium y dos pertenecientes a los géneros 
mencionados Penidiella y Toxicocladosporium. 
 
6. Para este grupo de hongos se ha obtenido una elevada actividad in vitro de las 





7. El análisis molecular basado en la combinación de los marcadores ITS, LSU, 
Tef1 y Tub, nos ha permitido delimitar filogenéticamente los géneros Microascus, 
Scopulariopsis y Pithoascus, y proponer el nuevo género Pseudoscopulariopsis. 
 
8. Se han propuesto un total de ocho nuevas especies para la ciencia, siete para el 
género Microascus y una para Scopulariopsis, con los siguientes nombres: M. 
alveolaris, M. brunneosporus, M. campaniformis, M. expansus, M. intricatus, M. 
restrictus, M. verrucosus y S. cordiae. Además, se han propuesto diez nuevas 
combinaciones correspondientes a: M. chartarus, M. croci, M. gracilis, M. 
hyalinus, M. macrosporus, M. murinus, M. paisii, Pithoascus ater, 
Pseudoscopulariopsis hibernica y Ps. schumacheri. 
 
9. Debido a la ausencia de material tipo se han designado neotipos para M. 
longirostris, M. cinereus, Ps. schumacheri y S. flava. 
 
10.  Como era de esperar, S. brevicaulis ha demostrado ser la especie más 
frecuente, representando casi la mitad de los aislados clínicos, seguida de M. 
gracilis, M. paisii, M. cinereus, S. asperula y M. cirrosus. 
 
11. En general las especies de Microascus y Scopulariopsis muestran poca 
sensibilidad a los diferentes antifúngicos ensayados. Las equinocandinas, 
especialmente MFG y AFG y los azoles VRC y PSC mostraron la actividad más 
elevada in vitro. 
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12. Además de las especies de Trichoderma tradicionalmente relacionadas con 
patología humana, se ha identificado y propuesto una nueva especie para la 
ciencia: T. bissettii, perteneciente al clado Longibrachiatum. 
 
13. Las especies más frecuentemente identificadas entre los aislados estudiados 
resultaron ser T. longibrachiatum, T. citrinoviride, el grupo de especies 
filogenéticas del complejo H. lixii/T. harzianum, T. bissettii y T. orientale. 
 
14. Trichoderma asperelloides, T. asperellum, T. erinaceus, T. gamsii, T. 
koningiopsis y T. sinuosum se han identificado por primera vez en muestras 
clínicas. 
 
15. El VRC y las equinocandinas resultaron ser los antifúngicos más activos in vitro 
frente a estos hongos. 
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